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1. Zusammenfassung

Hereditare Netzhautdystrophien umfassen eine tggam Gruppe von Erkrankungen, die
aufgrund von Mutationen in spezifischen Genen Zuudigen der Netzhautentwicklung oder
dessen Funktion fuhren. In dieser Arbeit wurdeng€razur molekularen Pathogenese bei
zwei Netzhautdystrophien untersucht, bei der h&iegh X-gebundenen juvenilen

Retinoschisis (XRS) sowie der genetisch komplexikersabhangigen Makuladegeneration
(AMD).

Die XRS ist eine Netzhauterkrankung die hauptséchilanner betrifft (George et al. 1995).
Charakteristisch fur das Krankheitsbild ist eindsgeichenformige Makulapathie und eine
reduzierte b-Welle bei relativ gut erhaltener a-M/@hn Elektroretinogramm (ERG) (George
et al. 1996; Khan et al. 2001). Genetische UrsaeneXRS sind Mutationen im Retinoschisin
(RS1) Gen, welches fur ein 24 kDa Protein kodiert (3aekeal. 1997). Das Protein des
Retinoschisins (RS1) wird als homo-oktamerischemidlex sezerniert und ist extrazellular
an folgenden Zellen bzw. Zellschichten der NetzHakilisiert: 1. den Innensegmenten der
Photorezeptoren, 2. den Bipolarzellen, 3. den Ssgm@pzwischen Photorezeptoren,
Bipolarzellen und Horizontalzellen und 4. den Sys®apzwischen Bipolar-, Amacrin- und
Ganglionzellen.

Ein wesentlicher Teil des RS1 Proteins wird von #enservierten Discoidin Doméane
gebildet, welche verantwortlich fur eine Bindungkammponenten der extrazellularen Matrix
(EZM) ist (Alexander et al. 1992). Die konkretemBungspartner des RS1 sind noch nicht
vollstandig geklart, ebenso wie die eigentlichelutéte bzw. extrazellulare Funktion des
Proteins. Aufgrund bekannter Funktionen des DisnolModuls bei anderen Proteinen wird
fur das RS1 eine Funktion als Gerustprotein digku{iMolday et al. 2001; Wu et al. 2005).
Es existiert eine Retinoschisin-defiziente MauslifiRStknock-out-Maus, RS1-KO-Maus),
die einen zum Menschen vergleichbaren Phanotyp astwund sich hervorragend fir
Untersuchungen der XRS Pathomechanismen eignetgi/éelal. 2002).

Speziell die Bindung des RS1 Proteins an Zellmenravurde durch eine eigens im Laufe
dieser Arbeit entwickelte Methode naher untersudidrbei wird rekombinantes RS1 Protein
mit homogenisiertem Mausgewebe inkubiert, anschheRwird der losliche Uberstand
abgetrennt und mittels Western Blot analysiert. Me&thode wurde des Weiteren modifiziert
durch den Einsatz von mutanten RS1 Proteinen umrd Zidgabe von Peptiden und
Monosacchariden. Die Bindung zu potenziellen Birgyrartnern wie Phospholipiden und
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Kollagenen wurde mittels ELISA untersucht. Die Bindg des RS1 wurde auch zu de3if32
Untereinheiten der Na/K-ATPase mittels Immunopréiaifpn untersucht, sowie deren

strukturelle Voraussetzungen fur diese Bindung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass RS1 @magatp von seiner oligomeren Form nur
an die Membranen der Netzhaut, die aus der RS1-K@DsMisoliert wurden, bindet.
Membranose Strukturen aus anderen Gewebetypen gemuiigegen das Retinoschisin nicht
zu binden. Die Oktamerstruktur des RS1 Proteinsiathmicht flr die Bindung an die
Netzhaut notwendig zu sein und erfullt wahrscheinleine andere, bisher nicht bekannte,
Funktion. Drei friiher charakterisierte Polypeptilaafen Goike 1 bisSpike 3) der Discoidin
Domane sind vermutlich an der Bindung des RS1 Potan die Retinoschisin-defiziente
Netzhaut beteiligt, da Blockierungsexperimente syhthetischen Peptiden die Bindung
behindern. Die Bindung wird allerdings nicht audisflich Gber die Spikes vermittelt, da
Galactose die Bindung ebenfalls blockiert, obwoblbekanntermalRen nicht direkt an die
Spikes der Discoidin Domane bindet. Eindeutig alsdBngspartner ausgeschlossen wurden
die Phospholipide und die Kollagene | - V. Co-Ppéationsexperimente des RS1 Proteins
mit den Untereinheiten der Na/K-ATPase, inshesandeit der extrazellularen Domane der
B2-Untereinheit, bestatigen die Ergebnisse eineadimchen Arbeitsgruppe (Molday et al.
2007) und zeigen dass tatsachlich eine direkterdktien zwischen Retinoschisin und der
Na/K-ATPase existiert (Molday et al. 2007). Das dingsverhaltnis zwischen RS1 und der
Na/K-ATPase kann aufgrund der vorhandenen Dateneawé 1:8 geschétzt werden. In
diesem Zusammenhang ist eine Funktion des RSlaiss@rotein mit moglichen Aufgaben

in der Positionierung und Interaktion mit der Na*HPasen zu diskutieren.

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der AMDie AMD ist in den westlichen
Industrienationen eine der haufigsten UrsachenBratindungen im Alter. Ihre Entwicklung
wird von Umwelt- aber auch genetischen Faktoreninfleest und gilt daher als eine
komplexe Erkrankung. Vor kurzem wurde durch Koppkstudien ein Genort auf
Chromosom 10926 néher charakterisiert, der sigamitiknit der AMD assoziiert ist (Fisher et
al. 2005; Rivera et al. 2005). Dieser Genort emnthélei Gene, da®\RMS2 (age-related
macul opathy susceptibility 2) und dasHTRAL. (HtrA serine peptidase 1). Welches der beiden
Gene das eigentliche AMD Suszeptibilitatsgen iginrke bisher nicht geklart werden.
Besonders aufféllig war jedoch eifdRMS2 Variante, die eine mRNA destabilisierende
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Insertion/Deletion enthielt, was einem funktionell®olymorphismus entsprechen kodnnte
(Fritsche et al. 2008).

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein polyklonal@RMS2 Antikérper hergestellt und
dessen Epitop feinkartiert. Die endogene Expressiem ARMS2 Proteins wurde mittels
dieses Antikdrpers in humanen Geweben ermitteks®iErgebnisse zeigen zum einen, dass
ARMS ein proteinkodierendes Gen ist. Des Weiteren wualideExpression der vermuteten
funktionellen ARMS2 Varianten in humanem Plazemtegjee bestimmt. Dabei wurde
festgestellt, dass diese mit einem hoheren AMDKRisisoziierte Variante im Gegensatz zu
der normalen nicht-Risiko Varianten unterhalb deachveisgrenze der angewandten
Analysenmethode liegt. Dies scheint eine Rolle disikoasoziierten Varianten im
Krankheitsprozess der AMD zu unterstitzen, wobee éBeteiligung von HTRAL formell

aufgrund dieser Daten nicht auszuschliel3en ist.
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2. Einleitung
2.1 Aufbau und Funktion der menschlichen Netzhaut

Die Netzhaut ist ein hochspezialisiertes Gewebes dightreize in elektrische Signale

umwandelt (Phototransduktion) und an das Gehirntenteitet. Sie setzt sich aus
5 Hauptzelltypen zusammen, die in 3 Schichten amigetd sind. Die aul3ere Schicht bilden
die Photorezeptoren, welche das elektromagnetitotte detektieren und als chemische
Signale an die mittlere Schicht aus Bipolar-, Anrakund Horizontalzellen weiterleiten. In
der mittleren Schicht werden diese Signale gefiltend an die innere Schicht aus

Ganglienzellen weitergeleitet, welche die eintneffen Reize Uber den Sehnerv in das Gehirn
leiten (Abb.1).
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Abb.1: Schematischer Aufbau des Auges, der Netzhauwind des Sehstdbchens. AQuerschnitt durch das
menschliche AugeB) Querschnitt durch die Netzha@) Schematische Darstellung eines Sehstdbchens und
dessen Aufteilung in AuBensegment, Innensegment sywaptischen Endful3. Erklarung siehe Text.
(Abbildungen modifiziert nach www.refraktiv.com/ gill/aufbau_auge.jpg  web.physik.rwth-
aachen.de/~hebbeker/lectures/ph3_0203/retinadgifder Dissertation von Karin Arbarca-Heidema@@2).

In der Netzhaut von Wirbeltieren gibt es zwei ustéiedliche Typen von Photorezeptoren,
die Stabchen und die Zapfen (Abb.1 C). Die Stabarembglichen das Sehen bei niedrigen,
die Zapfen bei hoheren Lichtintensitaten sowie da@sbensehen. Morphologisch und
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funktionell lassen sich beide PhotorezeptortypesimnAul3ensegment, Innensegment und den
synaptischen Endful? unterteilen. Das Innensegnreh&ik den Zellkern, die Mitochondrien,
das endoplasmatische Retikulum und weitere Zelleten. Dem Innensegment schliel3t sich
der synaptische Endfu3 an, der die Verbindung zon dachgeschalteten Nervenzellen
herstellt. Die molekularen Komponenten der Photstlaktionskaskade befinden sich im

Aullensegment.

Die Aulensegmente der Photorezeptoren tauchensinetinale Pigmentepithel (RPE) ein,
welches die Photorezeptoren mit Nahrstoffen vetsongl Stoffwechselabbauprodukte von
der Netzhaut zu den BlutgefalRen transportiert. Bgnaptische Endfuf3 ist mit den
Bipolarzellen verbunden, die zusammen mit den Ammakund Horizontalzellen ein

neuronales Netzwerk bilden und bereits eine visuslgnalverarbeitung auf retinaler Ebene
durchfuhren. Die Axone der nachgeschalteten Gamggilben bilden den Sehnerv und leiten

die Signale ins Gehirn.

Im Zentrum der Netzhaut befindet sich die Makulge{per Fleck®, Abb.1 A). Dort ist die
hochste Zapfendichte. Die hohe Zapfendichte undethis zu eins Verschaltung mit den
nachfolgenden Neuronen ermdglichen die héchstetauflg in der Netzhaut und bilden

somit die Stelle des schéarfsten Sehens.

Die Funktion der Netzhaut kann durch verschiedemgetduchungsmethoden uberprift
werden. So spielt die Sehscharfe (Visus) eine wbksle® Rolle bei der Beurteilung des
Sehvermdgens. Mit Hilfe eines Augenspiegels wirdr daugenhintergrund (Fundus)
betrachtet. Die Perimetrie ermdglicht Aussagen @esichtsfeldausfalle. Zusatzlich wird die
Blendempfindlichkeit und das Farbensehen Uberpridurch die Ableitung eines
Elektroretinogramms (ERG) kann eine Aussage uber pleysiologischen Zustand der
Netzhaut gemacht werden. Beim ERG werden in deehdett als Folge eines Lichtreizes
Summenantworten einzelner Zellschichten abgeleitBlurch eine Variation der
Reizbedingungen (z.B. Helligkeit des Reizes und Dienkel- oder Helladaption der
Netzhaut) kann die Reizbarkeit der Photorezeptdeewelle) sowie der Erregbarkeit der
mittleren Zellschicht (b-Welle) beschrieben werdBme Messung der Autofluoreszenz des
retinalen Pigmentepithels und die Fluoreszenzamgpige der Netzhaut ergdnzen die

morphologischen Untersuchungsmethoden.
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2.2 Erbliche Dystrophien der zentralen Netzhaut

Die erblichen Dystrophien der zentralen NetzhaudKiMa) umfassen eine heterogene Gruppe
von Erkrankungen, die aufgrund von Mutationen imeein definierten Gen zu Stdérungen in
der Netzhautentwicklung oder dessen Funktion fuhr®as Hauptmerkmal dieser
Erkrankungen ist ein progressiver Verlust der Vigoktion. Die klinische Symptomatik
einer hereditdren Makuladystrophie kann bereitsdbeiGeburt ausgepragt sein oder sich erst
im Laufe des Alters entwickeln. Insgesamt wird ¢gedzt, dass etwa 10 % aller Erblindungen

in den Industrielandern aufgrund hereditarer Nethgstrophien verursacht werden.

Grundsatzlich lassen sich generalisierte Netzhatriolphien mit peripherem oder zentralem
Beginn von regional begrenzten Makuladystrophientensgcheiden. Generalisierte
Netzhautdystrophien mit peripherem Beginn wie A#tinitis pigmentosa (RP) sind durch
anfangliche Nachtblindheit und peripher beginne@@sichtsfeldausfalle gekennzeichnet. In
den spéateren Stadien kommt es zur Entstehung €umeselblicks und zu Farbsinnstérungen.
Das ERG zeigt fehlende oder stark reduzierte Patentder Stabchen und weniger

ausgepragte Veranderungen in den Zapfen.

Die Netzhautdystrophien mit zentralem Beginn, wig die Sorsby Fundusdystrophie, fihren
frih zu Visusminderungen und zum Verlust der Ldsgieit. Farbsinnstérungen,
Blendempfindlichkeit und zentrale Gesichtsausfédied charakteristisch, wahrend das
periphere Gesichtsfeld und das Nachtsehen erstrspéeintrachtigt werden. Hier zeigt das
ERG stark reduzierte Potentiale der Zapfen undgeunge Veranderungen in den Potentialen
der Stabchen. Die regional begrenzten Makuladysieop wie z.B. Morbus Best oder
Morbus Stargardt, zeigen anfangs eine &hnliche 8ymgtik wie die generalisierte
Netzhautdystrophie mit zentralem Beginn. Hier tetebenfalls Farbsinnstérungen und
Verlust der Lesefahigkeit auf. Das periphere Gasfeld bleibt jedoch erhalten und auch die

Blendempfindlichkeit ist weniger stark ausgepragt.

Zum jetzigen Zeitpunkt sind 192 Genorte bekannt d Gene identifiziert, die mit einer
hereditaren Netzhautdystrophie assoziiert werden nniem (Retnet,
www.sph.uth.tmc.edu/retnet/sum-dis.htm#A-genesneEeindeutige Korrelation zwischen

Mutation und Krankheitsbild ist jedoch nur in wesrgKrankheitsbildern ausgepragt. So kann
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oft selbst zwischen Familienmitgliedern mit gleiciMutation ein unterschiedlicher Grad der

Krankheitsauspragung vorliegen.

2.2.1 X-gebundene juvenile Retinoschisis

Die X-chromosomale juvenile Retinoschisis (XRS, ®M#312700) ist die haufigste Ursache
fur eine Makuladegeneration bei Mannern im friihéndsalter. Weibliche Ubertragerinnen
dieser Krankheit sind klinisch in der Regel nicletrbffen (George et al. 1995). Der Name
Retinoschisis leitet sich von einer inneren Autsphg (Schisis) der Netzhaut ab. Die
Pravalenz dieser Erkrankung liegt bei ca. 1:5.0801b20.000 (George et al. 1996). Ein
gemeinsames Merkmal aller Betroffenen ist einetduitde radspeichenartige Schisis der
Makula (Abb.2) (George et al. 1996). Die Ursachesdr Schisis sind gelbliche Zysten im
inneren Bereich der Netzhaut, die sich hauptsdtldwischen der Nervenfasersicht und der
restlichen Netzhaut bilden. Dies fuihrt zu einertizghien Degeneration der makularen Region
(Condon et al. 1986; Kirsch et al. 1996). Die ardfeankheitssymtome treten gewdhnlich in
den ersten beiden Ledensdekaden auf (Kawano e1981), wobei die phé&notypische
Auspragung selbst innerhalb einer Familie variabsl. Sie reicht von leichter
Visusverminderung um das 40.-50. Lebensjahr, brsExblindung im frihen Kindesalter.
Dies ist unter anderem davon abhéngig, wie stakviikula betroffen ist. In seltenen Fallen
friher Erblindung ist oft die ganze Netzhaut unceAthut desorganisiert (Tantri et al. 2004).
Eine diagnostische Charakteristik der XRS ist eneeluzierte b-Welle im ERG bei
gleichbleibender Signalintensitat der a-Welle, slagenannte ,negative” ERG (Abb.2 B). Die
Ursache dieser Abnormalitat liegt in einer Verander der Erregbarkeit der Bipolarzellen
(Khan et al. 2001).
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/
Skotopischer P _.J \
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Abb.2: Fundus und ERG eines XRS Patienten. AAufnahme des Fundus. Der gepunktete Kreis markiert
Radspeichenartige Schisis der Maku®). ERG-Aufnahmen dunkeladaptierter XRS Patienten geslunder
Menschen bei schwachen und hellen Lichtblitzen.illiobg modifiziert nach (Zeng et al. 2004).

Die Region deskRSl Gens wurde bereits 1983 auf den kurzen Arm desh¥oi@osoms
(Xp22) lokalisiert (Wieacker et al. 1983). Die Idiézierung des Krankheitsgens selbst wurde
schlief3lich 1997 Uber einen positionellen Klonigysansatz erreicht (Sauer et al. 1997). Das
RS1 Gen enthalt 6 Exone und kodiert fur das Retin@ch{RS1), ein 224 Aminosauren (AS)
langes Netzhaut-spezifisches Protein von 24 kDd (3)b

Die ersten 23 AS des N-Terminus bilden ein Sigratigdur eine extrazellulare Sekretion des
Proteins. Dieses wird beim Transportvorgang abdesp@Vu & Molday 2003). Der Grol3teil
des RS1 Proteins wird von einer konservierten Disco Domane (AS 63-219)
eingenommen. Die Sequenzen der flankierenden Araumes (AS 24-62 und AS 220-224)
zeigen keine Homologien zu anderen Proteinen.

Lokalisiert ist das Retinoschisin Protein extrazdéil auf den Innensegmenten der Zapfen-
und Stabchen-Photorezeptoren, der Bipolarzellen, 3gapsen zwischen Photorezeptoren,
Bipolarzellen und Horizontalzellen und den Synapgzenschen Bipolar-, Amacrin- und

Ganglionzellen.

Das RS1 Protein an sich besteht zu einem grossérad einer Discoidin Doméne, diese
Doméane wurde erstmals im Discoidin | Protein debl&mpilzesDictyostelium discoidium
identifiziert (Poole et al. 1981). Das Discoidingt ein Lektin, das notwendig fir die
Erhaltung der Morphologie, der Organisation desoZkeletts und der Zelladhasion wahrend
der Zellaggregation ist (Alexander et al. 1992)e Diiscoidin Domé&ne wurde spater auch in
eukaryotischen Proteinen entdeckt wie z.B. Neur&ximNeuroilin-1, Blutgerinnungsfaktor V
und VIII, Milchfettprotein-E8, Discoidin Domane Regator 1 und 2 sowie Del-1 (Kiedzierska

et al. 2007). Die Discoidin Doméne kommt hauptsébhlin Transmembran- und
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extrazellularen Proteinen vor, die an Komponentegr dPlasmamembran oder der
extrazellularen Matrix (EZM) binden wie z.B. Kollige, Phosphatidylserin, Integrinen und
anderen Proteinen (Kiedzierska et al. 2007).

224 AS
Discoidin Domine D

Retinoschisin

24 63 224 AS

Sezerniertes :
Discoidin Domiéine

Retinoschisin

Abb.3: Schematische Struktur des Retinoschisin®as RS1 ist 224 Aminosauren (AS) lang. Die er2@mS
stellen ein Signalpeptid dar, welches beim Trartspas der Zelle abgespalten wird. Der Grof3teil der
Proteinsequenz entspricht der Discoidin Doméne §8%19), die von RS1 spezifischen Sequenzen (A824-
und AS 220-224) flankiert wird. Abbildung wurde difiziert nach (Wu & Molday 2003).

Die Retinoschisin-spezifischen Sequenzen enth&gsteine, die lber drei intermolekulare
Disulfidbricken-Bindungen einen homo-oktameriscik@mplex bilden (Abb.4) (Wu et al.
2005). Die Discoidin Domane selbst enthalt ebesféllsteine, die zwei intramolekulare
Disulfidbricken zur strukturellen Festigung dest@ires ausbilden. Die Struktur des RS1 ist
bisher nicht entgulig aufgeklart, ein Modell deslR@®nnte von den bekannten Strukturen der
Discoidin Doméanen der Blutgerinnungsfaktoren V wvilll abgeleitet werden (Macedo-
Ribeiro et al. 1999; Pratt et al. 1999). Diese nliedie Struktur des RS1 wurde als Grundlage
fur ein inslico Modell verwendet, das eine spezifische Bindung zBitmospholipid
Phosphatidylserin vorhersagt (Fraternali et al.3200

Die Funktionen wie auch die Bindungspartner des 88d bis heute nur ansatzweise geklart.
Bisher wurden anionische Phospholipide, Monosadbeaspannungsabhangige’?GKanale,
die Na/K-ATPase, sowie Laminin und Crystalin alsmd@ingspartner diskutiert (Steiner-
Champliaud et al. 2006; Molday et al. 2007; Vijeayashy et al. 2007; Dyka et al. 2008; Shi
et al. 2009). Keiner dieser Bindungspartner kortmgéang unabhéngig bestatigt werden. Die
Funktion des RS1 ist bisher unklar. Es wird jedagimutet, dass es extrazellular als
Gerdtstprotein dient, da es neben der Discoidin Dwmrieine weiteren bekannten Domanen
oder enzymatische Aktivitat besitzt. Begrindet wdids zum einen, durch die Analogie zu
anderen Proteinen, die die Discoidin Domane erghaliie an Komponenten der EZM wie
z.B. Kollagene, Phospholipide, Integrinen und Roglkgcane binden (Kiedzierska et al.

2007), zum anderen durch die kritische Funktion B&l fur den Erhalt der zellularen
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Organisation der Netzhaut, wie es am Phanotyp d®® Xu sehen ist (George et al. 1995;
Kirsch et al. 1996).

c223

LEECHMD C110.C142

C40

C40

RS1 spezifisch Discoidin Doméane

Abb.4: Modell des RS1 Monomers und Bildung eines mmoo-oktameren Komplexes durch Ausbildung von
Disulfidbriicken. A) Retinoschisin Monomer unterteilt in RS1 spezifexcidoméane und Discoidin Doméane.
Markiert sind jeweils die Cysteine die intermoled@ und intramolekulare Disulfidbricken ausbild&).
Bildung des oktameren Komplexes durch die Verkniigfwer C40-C40 (grau) und C59-C223 (schwarz)
Disulfidbriicken. Abbildung wurde modifiziert nacW( & Molday 2003).

Bis heute sind insgesamt 376 MutationenR81-Gen beschrieben worden (www.dmd.nl/rs/).
Sie setzen sich zusammen aus 284 (75,5 %) Missande21 (5,6 %) Nonsense-Mutationen,
sowie 21 (5,6 %) Basenaustauschen, die Spleildstgkedndern, 38 (10,1 %) Deletionen,
8 (2,1 %) Duplikationen und 3 (0,8 %) InsertionBras Mutationsspektrum ist nicht zufallig

Uber das Gen bzw. Protein verteilt, sondern komszhsich stark auf die Discoidin Doméane.
Der Grol3teil der Missense-Mutationen fiihrt dazigssddas RS1-Protein nicht mehr von den
Zellen sezerniert wird (Wang et al. 2006). So wistmutet, dass ein Fehlen von RS1 die
molekulare Hauptursache fur den PathomechanismusX&S darstellt. Der variable

Phanotyp bei XRS Patienten deutet jedoch an, dels andere individuelle Faktoren das

Krankheitsbild beeinflussen kénnen (lannacconé. &006).

Um die biologischen Funktionen des RS1 besser suitben zu kénnen, wurde am
humangenetischen Institut Regensburg eine Maugaieriert, in der das murine Homolog
des menschlichen RS1-Gens unterbrochen wurde kKR&k-out-Maus) (Weber et al. 2002).
Dazu wurde eine LacZ Kassette in das Exon 3 desmgischen RS1 Genortes eingefugt.
Somit sollte die Translation schon vor der DiscoiBioméane des RS1-Proteins unterbrochen
sein. Die RSIknock out-Maus (RS1-KO-Maus) unterscheidet sich &uf3erlicbhtnivon
Wildtyp-Mausen desselben Wurfs. Der Fundus der RSiMaus zeigt kleine zystenahnliche
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Strukturen in der inneren Netzhaut, die teilweise tur Nervenfaserschicht reichen. Im
Gegensatz zum Menschen sind diese nicht auf diauldieschrankt, sondern sind Uber die
gesamte Netzhaut verteilt. GroR3ere Zysten befirsieim &hnlich wie beim Menschen in der
Peripherie der Netzhaut. Bei 3 Monate alten RS1M&usen wird bei dunkeladaptierten
Messungen das fir XRS charakteristische negative g&funden (Weber et al. 2002). Die
RS1-KO-Maus weist viele Parallelen zum menschlichkeankheitsbild der XRS auf. Zu

beachten ist hierbei, dass diese Ubereinstinmunty tdes Fehlens einer Makula zu
beobachten ist. Dies macht die RS1-KO-Maus zu eigegigneten Modelsystem, um die

molekulare Pathogenese der XRS Erkrankung zu wtiees.

2.2.2 Altersabhangige Makuladegeneration

Die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) wirdrath Veranderungen im RPE
verursacht und ist durch eine Anreicherung einelbligeen Materials bestehend aus
Proteinen und Lipiden, die so genannte Drusen hjldekennzeichnet (Jager et al. 2008). Bei
fortschreitender Erkrankung wird aufgrund des Atistas von Netzhautzellen der Visus im
zentralen Gesichtsfeld beeintrachtigt. Die weitaésfigste Form der Makuladegeneration ist
die AMD, die definitionsgemald erst nach dem 50.drpahr auftritt. Sie ist in den
westlichen Industrienationen die am haufigstenEsblindung fihrende Erkrankung und wird
durch den demographischen Wandel der Altersstraktun den kommenden Jahrzehnten
noch weiter zunehmen (Congdon et al. 2004; Pascetinal. 2004). Aufgrund des zu
erwartenden sozio6konomischen Ausmalles dieserrikikng ist weltweit das Interesse an
der Aufklarung der Pathogenesen der Makuladystesphieutlich in den Fokus der

internationalen Forschung gerickt.

Eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der AMD sf@n vorgezogene Alterungsprozesse
mit Ablagerungen und Umbauvorgdngen in den RPEeBgllder Aderhaut und der
dazwischen liegenden Bruchschen Membran. Die pdstisthen RPE-Zellen phagozytieren
die Abfallstoffe der Photorezeptoren und verarlmeitge lysosomal weiter. Wesentliche
Anteile der Abbauprodukte werden an der basalete $igir RPE-Zellen ausgeschieden und
via Bruchsche Membran an die Aderhaut zum Abtrarispeitergeleitet. Ein Teil der
Abbauprodukte wird als nicht weiter abbaubares tuipnin in den RPE-Zellen gespeichert.

Somit steigt Gehalt an Lipofuszin mit zunehmendesbdnsalter an. Die Akkumulation
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ausgeschiedener Abbauprodukte kann im basalen dBerder RPE-Zellen zu einer

Diffusionsbarriere flihren.

Die AMD wird in zwei Spatformen unterteilt, die gickene” und die ,feuchte* Form wobei
sich wahrend des Krankheitsverlaufes durchaus mes girockenen® eine ,feuchte Form
der AMD entwickeln kann. Die ,trockene* Form mada. 80 % der Félle aus, aber nur 5-
10 % der Erblindungen die von AMD verursacht wer(kager et al. 2008). Sie beginnt durch
die Ablagerung von Drusen und kann im fortgesam#gnh Stadium in einen flachigen
apoptotischen Zelltod (Geographische Atrophie, Gi&s RPEs Ubergehen (Abb.5). lhr
Voranschreiten ist meist langsam und schleichereimBUbergang zur ,feuchten“ Form
bilden sich unter der Netzhaut flachige GefalBmemdira(Choroidale Neovaskularisation,

CNV) aus, die zu Leckagen und Blutungen neigen.

Abb.5: Fundus Aufnahmen von AMD Patienten. A)Friihe Form der AMD mit kleinen Drused) AMD mit
grofRen DruserC) AMD mit geographischer Atrophie. Die weiRen Pfalkuten jeweils auf die Drusen oder die
Atrophie. (Abbildung modifiziert nach Jager etidIEngl J Med (2008))

Fir das Risiko eine AMD zu entwickeln sind einelReverschiedener Faktoren identifiziert
worden, so z.B. fortschreitendes Alter, Rauchergrgéwicht und genetische Faktoren (Klein
et al. 2004). Somit ist die AMD eine typische nmfakiorielle Krankheit &hnlich wie Diabetes
mellitus, Morbus Alzheimer oder die kardiovaskurérerkrankungen. Als ein wichtiger
genetischer Faktor wurde jlingst der Komplementfakt¢dKFH) identifiziert, (Klein et al.
2005). Damit wurde die Pathogenese mit einer Begihtigung des angeborenen
Immunsystems in Verbindung gebracht. Dieses Sybtsteht aus mehr als 30 Proteinen und
reguliert unter anderem pro-inflammatorische Preseeglie zur Zelllyse fuhren kénnen
(Rodriguez de Cordoba et al. 2004). Ein EinzelnatidePolymorphismus (SNP) im KFH
Gen fuhrt zu einem Tyrosin zu Histidin AustauschParsition 402, wodurch ein Grof3teil der
AMD Falle erklart werden kann (Edwards et al. 20Btein et al. 2005). Das KFH ist ein



Einleitung 13

negativer Regulator des Komplementsystems, dashddre Variation am Codon 402
(Tyrd402His) vermutlich seine Affinitat zu definiert Bindungspartnern einschrankt, was
somit eine Entzindungsreaktion leichter aktiviémite (Ding et al. 2009).

Neben dem KFH wurde durch familienbasierten AMD-Kloymgsanalysen und der
nachfolgenden SNP-Feinkartierung eine Region imoGeringegrenzt, die ebenfalls mit der
AMD gekoppelt ist, diese Region enthélt die drein&®LEKHAL (pleckstrin homology
domain containing, family A member 1), ARMS2 (age-related maculopathy susceptibility 2)
und HTRAL (high temperature requirement protein Al) (Fisher et al. 2005; Jakobsdottir et al.
2005).

Eine weitere Analyse, die den Bereich der GRBhEKHA1 und ARMS umfasste, nicht aber
das HTRAL, detektierte die Variante ARMS2:rs1043D&2T [A69S] i ARMS2 Gen die
das beobachtete Assoziationssignal alleine erk{Riteera et al. 2005). Nachfolgende Studien
bestatigten die Assoziation der ARMS2 [A69S] Varg@mnidentifizierten jedoch auch ein
vergleichbar starkes Assoziationssignal im Pronfieiaich des HTRAL (Conley et al. 2006;
Dewan et al. 2006; Yang et al. 2006; Francis e2@0.7; Kondo et al. 2007; Chen et al. 2008).
Welches der beiden Gene oder ob beide Gene miME&r assoziiert sind, ist bisher unklar.
Eine weitere Analyse der Region V&ARMS2 undHTRAL identifizierte insgesamt 15 Hoch-
Risikovarianten, wobei eine Variante deBMS2 funktionell besonders interessant erschien
(Fritsche et al. 2008). Diese Variante d8BMS2 ist eine Insertions-Deletions-(Indel)-
Variante (NM_001099667.1:c.*372_815del443ins54) {A&), bei der 443 bp des 3‘-nicht-
translatierten Bereichs einschliel3lich des Polygliemingssignals deARMS2 Gen fehlen.
Stattdessen ist dort eine 54 bp-Insertion mit Seguetiven, die als destabiliesiernde RNA-
Elemente bekannt sind (Khabar 2005; Garneau 208al; Fritsche et al. 2008). Aufgrund des
fehlenden Polyadenylierungssignals und der desaldinde RNA-Elemente wird die
MRNA der ARMS2 Variante (NM_001099667.1:c.*372_8&Bd3ins54) vermutlich nicht
translatiert. Durch eine reduzierte Menge oder deghlen an ARMS2 Protein kénnte das

Risiko an AMD zu erkranken beeinflusst werden.
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A

AUG Ala69 UGA Poly(A)
v v v v

B

AUG Ser69 UGA indel
v v y v

uuauuaauuaauuaaCuaaaauuaaauuauuuaguuaauuuaauuaacuaaacu

Abb.6: Struktur der mMRNA der ARMS2 Isoformen. A) Isoform 1 des ARMS2B) Isoform 2 mit Alanin zu
Serin Austausch an Position 69 und Insertion/Deteitin 3'UTR. Die Insertion von 54 Basen enthalt zeueuua
Sequenzen (unterstrichen), welche den RNA-Abbacghbesnigen. Die translatierte Sequenz beginnt mihd
AUG Start-Codon und endet mit dem UGA Stop-Codébbildung modifiziert nach Fritsche et al. 2008)

Erste Untersuchungen des ARMS2 Proteins, in demsnARMS2 rekombinant in COS-1
Zellen exprimiert wurde, lokalisierten das rekonarite ARMS2 an oder in der aul3eren
Membranen der Mitochondrien (Kanda et al. 2007 Mitochondrien sind die Hauptquelle
fur Superoxid Anionen, welche hoch reaktive Radilailden und die die DNA, Lipide oder
Proteine beschadigen kdénnen (Ding et al. 2009). daée Weise altern Zellen schneller,
wahrend eine haufige Beschadigung der DNA aufgnord Mutationen zum Zelltod fuhren
kann. Die Rolle von oxidativem Stress bei retinal@egenerationen ist bekannt und wird
insbesondere auch im Zusammenhang mit der AMD Batlese diskutiert (Cingolani et al.
2006; Ding et al. 2009). Die Assoziation von ARM®& den Mitochondrien kénnte somit

auf eine mogliche Funktion der Mitochondrien in &8MD Atiologie hindeuten.



Zielsetzung 15

2.3 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, einerseits poteeti@indungspartner des RS1 auf ihre
Bindung hin zu Uberprifen und zu charakterisier&ndererseits sollte das Protein des
ARMS2 Gens nachgewiesen und seine Expression in hum&emebe analysiert werden.
Die Analyse der Bindungspartner und der Wechselmg< des RS1 mit seinen
Bindungspartner sollte Ruckschlisse auf die Funkiies RS1 ermdglichen. Ebenso sollte die
Analyse der Expression des ARMS2 und einer ARMSZiavite Ruckschliisse auf eine

maogliche Funktion zulassen und somit helfen, diekk@fung mit der AMD zu verstehen.

Fur diese Arbeit stand die RS1-KO-Maus zu Verfugi Hilfe des Gewebes der RS1-KO-
Maus und rekombinant exprimiertem RS1 sollte eirethdde entwickelt werden, welche die
spezifische Bindung des RS1 zu seinen Bindungsgrartzeigt und eine Moglichkeit bietet,
die Bindung durch die Zugabe von z.B. Peptiden d&d#rlenhydraten zu beeinflussen. Des
Weiteren sollte die Methode den Einsatz von RSlavign ermdglichen, die keine Oktamer
Struktur mehr ausrichten kénnen, um auf diese Waése Einfluss der oligomeren Struktur
des RS1 auf die Bindung zu untersuchen.

Das RS1 enthélt eine Discoidin Doméane, von der iakest, dass andere Proteine, die eine
Discoidin Domane enthalten, an Kollagene, Phosplu#i und Kohlenhydrate binden. Die
Bindung des RS1 zu ausgewahlten Kollagenen solitekoflagenbeschichteten Muliiell
Platten im ELISA untersucht werden. Die Bindung vBS1 zu Phospholipiden sollte,
vergleichbar mit den Kollagenen, mit lipidbescheteh Multiwell Platten im ELISA
untersucht werden. Das humane MilchfettproteinEH8EG8) enthalt ebenfalls eine
Discoidin Domane, von der bekannt ist, dass sie dihere Affinitat zu gekrimmten
Lipidoberflachen besitzt. Aus diesem Grund sollie Bindung des RS1 zu Phospholipiden
zusatzlich mittels artifizeller Liposomen untersualerden.

Die Kohlenhydrate und die Na/K-ATPase wurden alsdBngspartner des RS1 beschrieben.
Die Bindung von RS1 und RS1-Mutanten zu RS1-KO-Maetzhauten sollte durch
ausgewahlte Kohlenhydrate blockiert werden, um Wechselwirkung zwischen den
Kohlenhydraten, den Bindungspartnern in der Netzbad der oligomeren Struktur des RS1
zu analysieren.

Die Na/K-ATPase ist ein heterodimeres Transmembdem aus einera- und einer
B-Untereinheit. Durch die Immunprézipitation der Kis&TPase aus Netzhautgewebe mittels

rekombinantem RS1 sollte die Bindung uberpruft wardDurch den Einsatz von RS1-
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Mutanten bei der Immunprézipitation sollte gekhgrden, welche Funktion die oligomere
Struktur des RS1 fur die Bindung besitzt. Die Fragewelche der beiden Untereinheiten der
Na/K-ATPase das RS1 bindet, sollte durch die Bigduon rekombinantem RS1 an Zellen,

die rekombinant die Untereinheiten der Na/K-ATPasgrimieren, untersucht werden.

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht bekannt, @&V S2 ein proteinkodierendes Gen ist. Durch
die Herstellung eines polyklonalen Antikdrpers gedas ARMS2 Protein sollte es erstmalig
ermdglicht werden, das ARMS2 mittels immunologischdethoden, wie z.B. der
Immunfluoreszenzmikroskopie, Immunpréazipitation wveistern Blots, Informationen tber
die Lokalisation des ARMS2 in der Netzhaut, dendBimgspartnern und der Expression zu
erhalten.

Der polyklonale Antikdrper sollte aus einem Kanieclgewonnen werden, um eine grol3ere
Menge an Antikdrper zeitnah zu erhalten. Fir dientmisierung des Kaninchens sollte
I6sliches rekombinantes ARMS2 eingesetzt werdemitddas Risiko artifizieller Epitope,
und damit unspezifische Bindungen des Antikdrpexguziert werden. Der Antikorper sollte
durch chromatographische Methoden gereinigt undedisope bestimmt werden.

Die Expression deARMS2 Variante NM_001099667.1:c.*372_815del443insRNIS2-
indel) sollte in humanen Gewebe untersucht werden,elalsieine Hoch-Risiko Variante von
AMD identifiziert wurde. Dieser ARMSZ2-indel Variamtfehlen 443 bp des 3‘-nicht-
translatierten Bereichs einschlief3lich des Polyglienungssignal. Sie enthélt stattdessen eine
Insertion von 54 bp mit Sequenzmotiven, die algateksierende RNA-Elemente bekannt
sind. Die Expression der ARMS2_indel Variante sollintersucht werden, weil durch das
fehlende Polyadenylierungssignal und die destariéaden RNA-Elemente es hochst
wahrscheinlich nicht, oder nur im reduzierten M&fdeslatiert wird. Dementsprechend sollte
Uberpruft werden, ob das erhdhte Risiko an AMD zkramken auf eine erniedrigte

Konzentration bzw. einem Fehlen des ARMS2 zurldidaztgn sein kénnte.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurdeann nicht anders angegeben, in p.A.

Qualitat von folgenden Firmen bezogen:

Firma Standort der Firma
AppliChem Darmstadt
Calbiochem Darmstadt

Merck Darmstadt
Molecular Probes Leiden, Niederlande
Invitrogen Karlsruhe

Carl Roth Karlsruhe
Sigma-Aldrich Deisenhofen

Restriktionsendonukleasen und die dazugehérigefeiPwiuirden von New England Biolabs
(Frankfurt a.M.) geliefert. Fur die Erhaltung un@rvhehrung der Bakterienkulturen wurden
Reagenzien der Firma Sigma-Aldrich (Deisenhofen)rweadet. Chemikalien und
Fertiglosungen fur die Zellkultur waren von PAA ¢ehing, Osterreich). Sekundare
Antikdrper fur immunologische Nachweise wurden v@albiochem bezogen. Proteine
wurden auf PVDF-Membranen (Immobilon P) der Firmdlipbre (Eschborn) transferiert.
Die Reagenzien fur die selbst hergestellten EClLubhgen wurden von Sigma-Aldrich
bezogen, alternativ dazu wurde das SuperSigivelest Femto von Thermo Scientific
(Rockford, USA) eingesetzt. Fur die Autoradiographiurden Rontgenfilme CURIX Ultra
UV-G der Firma AGFA (Mortsel, Belgien) verwendetieDPeptide wurden von PANATEecs
GmbH (Tudbingen) hergestellt. Samtliche Losungendenrmmit zweifach destilliertem Wasser
hergestellt. Losungen wurden gegebenenfalls durcholdavieren sterilisiert (20 min;
121 °C) und filtriert (0,22 um, Millipore). Bei Expimenten, die die HPLC-Methode
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verwendeten, wurde das Akta-System UPC-10 Basic @&nHealthcare (Minchen) mit

verschiedenen Saulenmatrices eingesetzt.

3.2 Molekularbiologische Methoden

Alle in dieser Arbeit benutzten Methoden wurdenweid nicht anders vermerkt, aus
Sambrook et al. (Sambrook 1989) entnommen oder ntelhung daran modifiziert. Die
verwendeten Reagenzenkits wurden soweit nicht andbeeschrieben, nach den

Herstellerangaben eingesetzt.

3.2.1 Kultivierung von E. coli Zellen

E. coli Zellen wurden in Luria-Bertani-Medium nafthigender Rezeptur kultiviert:

LB (Luria-Bertani)-Medium ad 1000 ml Wasser
1 % Bactotrypton 10 g

0,5 % Hefeextrakt 509

1 % NaCl 10 g

Das Medium wurde autoklaviert (20 min, 121°C) urad BT gelagert. FUr die Herstellung
von LB-Agar-Platten wurden dem LB-Medium 1,5 % (i&gar zugesetzt, die Losung
wurde autoklaviert und auf sterile Petrischalenteittr (25-30 mi/Platte). Dem LB-Agar-
Medium wurde kurz vor dem Giel3en der Platten Antimic{Endkonzentration: 100 pg/ml)
hinzu gegeben. Die LB-Agar-Platten wurden bei 4&{agert.
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3.2.2 Eingesetzt&. coli Bakterienstamme

Folgende Bakterienstamme wurden von Novagen bezogen

BL21(DE3) E. coli) Genotyp: FompT hsdg (rs” mg") gal dcm (DE3)
Rosettd" (E. coli) Genotyp: FompT hsd§(rs” mg") gal dcm pRARE (Caff)
DH5a E. coli) Genotyp: F ¢80lacZAM15 A(llacZYA-argF)U169 recAl

endAl hsdR17(, m") phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAL

3.2.3 Eingesetzte Vektoren

p-Gem-T Klonierungsvektor (Promega)

pET21a Prokaryotischer Expressionsvektor mit C-tealen Hexa-Hisdg
(Novagen)

pCEP1T4 Eukaryotischer Expressionsvektor (Inviong

pCEP1T4-RholD4 Modifizierter eukaryotischer Expr@ssvektor mit einer C-terminalen

Rhodopsin-1D4 Sequenz

pGEX-4T1 Prokaryotischer Expressionsvektor mieNtinalen GSTag
(GE Healthcare)

pMAL Prokaryotischer Expressionsvektor mit N-tarelen MBPtag
(New England Biolabs)

pcDNA4HisMaxA  Eukaryotischer Expressionsvektor @iterminalen Hexa-Hisag
(Invitrogen)

3.2.4 Transformation der Plasmid DNA in chemisch kmpetente Bakterien

Zur Vervielfaltigung von Plasmid DNA und fur diekaanbinante Proteinexpression wurden
rekombinante Plasmide mittels TransformatiorEircoli Zellen eingebracht. Die chemisch
kompetenten E. coli Zellen (Kap.3.2.18) wurden durch das Hitzeschedahren

transformiert.
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Ein Ligations Ansatz wurde in einem 110 pl Volungemchgefihrt:
100 pl kompetente Bakterienldsung (auf Eis aufggtau

10 pl Ligationsansatz oder 50 ng Plasmid DNA

30 min auf Eis inkubieren

60 sek bei 42°C (Hitzeschock)

2 min auf Eis inkubieren

+500 pl SOC-Medium

1 h bei 37°C schutteln

24 h bei 37°C inkubieren nach Plattierung auf LBtfeh mit Selektions-Antibiotika

3.2.5 Herstellen von kryokonservierungsfahigen E.adi Zellen

Transformierte oder nicht-transformierke coli Zellen wurden zur Kryokonservierung in
15 % (v/v) Glycerol bei -80°C gelagert. Hierzu wergeweils eine 2 ml UN Kultur
hergestellt, 100 ul dieser Kultur wurden in 7304B-Medium fur 3-5 Stunden bei 37°C
inkubiert. Anschlielend wurde die Kultur mit 17088 % Glycerol gemischt und bei -80°C

eingefroren.

3.2.6 Extraktion von Plasmid-DNA

Bakterielle Plasmid DNA wurde aus Bakterienkultursaliert, die tber Nacht bei 37°C in
LB-Medium kultiviert wurden. Zur Extraktion der Rlaid-DNA wurde ein kommerzielles
Reagenzienkit verwendet, die auf der bei Sambrocd.€1989 beschriebenen Methode der
alkalischen Lyse beruht. Dabei werden Zentrifugetggulen mit einer hohen DNA-
Bindungsaffinitat verwendet. Abhangig vom Volumerr dUbernachtkulturen wurden
unterschiedliche Kitgré3en eingesetzt. Die Plasmile Bakterienkulturen von 1-5ml
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Volumen wurden mit Hilfe des Nucleospin Plasmid KiftMacherey-Nagel, Duren) isoliert
und Kulturen mit einem Volumen von 100 ml wurdert idilfe des QIAfilterTMPIlasmid
Midi/Maxi Kit's (Qiagen, Hilden) isoliert.

3.2.7 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Mit der Agarose-Gelelektrophorese kénnen Nukleins@ulr analytische und praparative
Zwecke der GroRe nach in den horizontalen Gelappam BlueMarine-200
(Serva, Heidelberg) getrennt werden. Es wurden @dl@®,7 — 2 % (w/v) Agarose eingesetzt.
Die Agarose wurde in TAE Puffer aufgekocht bis salstandig geldst war. Nach dem
Abkuhlen auf 60°C wurde die Lésung mit 0,00005 %) \Ethidiumbromid versetzt und das
Gel gegossen. Nach dem Erkalten der Agarose wudigeRroben aufgetragen, die zuvor mit
1/10 Volumen des entsprechenden Farbmarkers vemsetzen waren. Die DNA wurden
abhangig von der Laufstrecke der erwarteten Bandke Bromphenolblau-Puffer oder
Xylencyanol-Puffer versetzt. Das Bromphenolblaunmeig in einem Agarosegel auf der Héhe
der kleinen DNA-Fragmenten und wurde bei grof3en #@Rlukten eingesetzt. Das
Xylencyanol dagegen wandert in der Elektrophoradedar Hohe grol3er DNA-Fragmente
und wurde daher bei kleinen PCR-Produkten eingedeiz Elektrophorese wurde mit TAE
als Laufpuffer bei 110 — 200 mA durchgefuhrt. Ddkidiumbromid interkaliert in die DNA
und wurde durch die Bestrahlung mit UV-Licht (31®)nsichtbar gemacht. Die Agarosegele
wurden mit Hilfe der Dark Hood DH 30/32 (Biostemhéisdorf) und der dazugehdrigen
Software Argus X1 dokomentiert.

Puffer Losungen wurde wie folgt angesetzt:

TBE 89 mM Tris-HCI, 89 mM Borsaure, 2 mM MEDTA
Bromphenolblau-Puffer 0,05 g Bromphenolblau, 2@ihPo Glycerol, HO ad 50 mi
Xylencyanol-Puffer 0,05 g Xylencyanol, 20 ml 87G%ycerol, HO ad 50 ml

3.2.8 Quantifizierung von Nukleinséuren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde entweaalestometrisch oder visuell mit Hilfe
von Agarosegelen (Kap. 3.2.7) bestimmt. Durch dandDrof ND-1000 Photometer
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(NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) wurde di@bsorption (OD) von
Nukleinsdureldsungen bei 230 nm, 260 nm und 28®arachnet. Aus dem Coeffizient der
Absorbtion von 260 nm zu 280 nm wurde der Grad arulRreinigung durch Proteine
bestimmt. Die DNA gilt als rein wenn der Koeffiztetiber 1,8 liegt. Als weiterer Indikator
fur eine reine DNA L6sung wurde der Koeffizient d&bsorbtion von 260 nm zu 230 nm
gemessen, der Verunreinigungen durch Kohlenwasé$ierstder Phenol anzeigt. Dieser Wert
sollte zwischen 1,8 und 2,2 liegen. Die Konzentratier DNA wurde durch ihre Absorbtion
bei 260 nm bestimmt. Fir eine Messung wurden jewgiul verdinnter DNA-LOsung
eingesetzt.

Alternativ wurde die DNA-Menge in einem Agarosegeit Ethidiumbromid abgeschatzt.
Nach der Elektrophorese wurde unter UV-Licht (31® nlie Fluoreszenz-Intensitat der Probe
mit dem gleichzeitig aufgetragenen GroRen- und Mastandard det kb Plus DNA-Leiter

(Invitrogen) verglichen und die Konzentration deolf® visuell bestimmt.

3.2.9 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch die Pdymerase-Kettenreaktion (PCR)

Eine PCR-Reaktion wurde in einem Volumen von 2iPCR-Puffer mit 10-100 ng DNA,;
0,4 uM vorwarts und ruckwarts Primern (Metabion,rtigried, Sigma-Aldrich); 1 U Taq
Polymerase und 2,5 mM dNTPs (Peglab, Erlangen)hdefcihrt. Die Proben wurden fur
30 Zyklen der PCR Technik amplifiziert, wobei jedsklus aus einem Denaturierungsschritt
fur 30sec bei 94°C, einem Anlagerungsschritt benere vorher ermittelten
Anlagerungstemperatur fur 30 sec und einem Verlamggschritt bei 72°C bestand. Eine
Beschreibung aller Vorwarts- und Ruckwarts-Primenddét sich im Anhang. Die
Oligonukleotid-spezifische Anlagerungstemperaturdeunach folgender Formel kalkuliert:
Anlagerungstemperatur = [(2 x (A + T) + 4 x (C +)&) 2°C]. Modifizierungen dieses
Protokolls umfassen Anderungen in der figonzentration (1,0 mM oder 1,5 mM) oder

Zugabe von 4 % Formamid.

PCR-Puffer 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI, pH 8,3; 1ntM MgCl;
0,01 % Gelatine
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Die Tag-Polymerase synthetisiert DNA mit einer Gegadigkeit von etwa 1 kb/min. Dieser
Wert wurde als Grundlage fir die Kalkulation deruBa des Verlangerungsschrittes
verwendet. Fir das Klonieren von PCR Produkten wueihe DNA-Polymerase mit
Lesekorrektur (proof-reading) Funktion und 3'-5’ dbuklease-Aktivitat (Platinuff Tag
DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen) eingesetz

PCR Reaktion in 25ul Reaktionsvolumen:
2,5 ul 10x PCR-Puffer (50mM KCI, 10mM Tris-HCI5mmM MgCl, pH 8,3)

10-100 ng Template-DNA

0,4 uM je Primer

2,5 mM dNTPs

1 Unit DNA-Polymerase
Ad 25 pl dHO

PCR Programm:

96°C 2 min DNA-Denaturierung initiativ

96°C 30 sek DNA-Denaturierung

58°C 30 sek Primeranlagerung 25-32 Zyklen
72°C 1 min DNA-Replikation (1 min/1 kb)

72°C 5 min DNA-Replikation final

5°C Ende
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3.2.10 Reinigung von PCR-Produkten

PCR Produkte (Kap. 3.2.9) wurden nach einer DNAe{&&trophorese aus dem Agarosegel
(Kap. 3.2.8) gereinigt. Das PCR-Produkt wurde aerm d\garosegel ausgeschnitten und mit
Hilfe des NucleoSpifiExtract Il (Macherey-Nagel) Kit's laut Herstellegaben isoliert. Die
Aufreinigung basiert auf der Affinitatschromatogna® Uber Zentrifugationssaulen mit

Silikat-Membran.

3.2.11 Verdau von DNA mit DNA-Endonukleasen

Fur die Klonierung von PCR-Produkten in Expressieiktoren wurden die 5’ und 3’ Enden
des PCR-Produktes mit Schnittstellen von definreriRestriktionsendonukleasen (New
England Biolabs, Frankfurt a.M.) versehen. Die R@R eingesetzten Primer wurden um die
entsprechenden Endonuklease-Schnittstellen erweitts nach Endonuklease wurden
tiberhangende DNA-Endesticky ends) mit 5’ oder 3' Uberhangen oder glatte DNA-Enden
(blunt ends) ohne Uberhénge generiert. Die Inkubationstempgr&uffer und Zeit wurden

entsprechend den Herstellerangaben anwendet.

Restriktionsverdau in 50 pl Volumen:

1ug DNA )

5ul  10x Puffer 10min — 3h
0,5 ul BSA 100x (optional) bei 37°C

1 pul  Endonuklease

Ad 50 pl dBO

3.2.12 Plasmid-Vektor Dephosphorylierung

Die Klonierung von DNA-Produkten mit glatten Endeder mit nur einer definierten

Endonuklease-Schnittstelle erfordert, das Plasmmtchn dem Restriktionsverdau zu
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dephosphorylieren, um eine Re-Ligation des Vekbbtnse eine Aufnahme der einzufiigenden
DNA (Insert) zu verhindern. Hierzu wurde das gedthme Plasmid mit dem Enzym
Phosphatase an den 5’ Enden fur 30 min bei 37°Qasgioryliert. Es folgte bei 65°C die
Hitzeinaktivirung der Endonuklease. Nach einer Aufigung (Kap. 3.2.10) wurden die
dephosphorylierten Plasmide fiir die anschlieRengation (Kap. 3.2.13) verwendet.

Plasmid Dephosphorylierung in 60 pl Volumen: —~

50 ul Restriktionsverdau (mit 1 pg geschnittenaskiid DNA) 30 min bei 37°C

~

6 I  10x Reaction Puffer Antarctic Phosphatase 5 min bei 65°(
1 pul Antarctic Phosphatase (10 units/ul) -
Ad 60 pl dHO

3.2.13 Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmidvektogn

Fur die Verknupfung von Plasmidvektor und einzufidgn DNA-Inserts Uber eine
Phosphatdiesterverknipfung zwischen der 5’-Phosphdt 3° Hydroxylgruppe unter ATP
Verbrauch, wurde die T4 DNA Ligase (New Englandl&bs, Frankfurt a.M.) verwendet.

Ligationsansatz in 10 pl Volumen:

50 ng linearisierter Vektor (ggf. dephosphoryliert)
150 ng geschnittenes PCR Fragment

1 ul  10x T4 Ligase Puffer

1 ul T4 DNA Ligase (400 units/ul)

Der Ansatz wurde 1-12 Stunden bei 14°C inkubiert.
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3.2.14 Transformation chemisch-kompetenter E. colellen mit Plasmid-DNA

Die chemisch-kompetentek. coli Bakterien (Kap. 3.2.18) wurden mit einem Plasmid
transformiert, um entweder das Plasmid zu vendied&n und anschliel3end zu isolieren oder
mit Hilfe des Plasmids ein Protein zu exprimierde. nach Aufgabe wurde ein daflr
optimierter Bakterienstamm eingesetzt. Der StamnbdWurde regelmaliig fur die Plasmid
Vervielfaltigung verwendet, wahrend die Stamme BIDHE3) und Rosettd fir die

Expression von Proteinen benutzt wurden. Die Tansition wurde wie folgt durchgefiuhrt:

- 100 pl kompetente Zellen + 10 pul Plasmid (1-10 myAD
- 30 min auf Eis inkubieren

- Hitzeschock: 60 sek. 42°C

- 2 min auf Eis inkubieren

-+ 500 pl SOC-Medium

- 30-45 min bei 37°C inkubieren

- 100-500 pl auf LB-Platte ausplatieren

- UN bei 37°C inkubieren

SOC-Medium 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5@0N 10 ml 0,25 M KCI,
5ml 2 M MgC4, 20 ml 1 M Glucose, ad 1 | mit,B,
pH-Wert auf 7,0 einstellen

Der Erfolg einer Transformation wurde mit Hilfe emPCR (Kap. 3.2.9) einer einzelnen
Bakterienkolonie tberpruft. Hierzu wurden die einea Kolonien mit einer Pipettenspitze
gepickt und in 8 pl LB-Medium resuspendiert. Jesvellpl wurden davon fir eine PCR-
Reaktion eingesetzt, die restlichen 4 pl wurdend5€i aufbewahrt, um gegebenenfalls eine

Kultur damit anzuimpfen.
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3.2.15 Klonierung von PCR Produkten mit dem pGEM-TVektorsystem

PCR-Produkte wurden erst in den pGEM-T Vektor kdonjida dieser Vektor eine Blau/Weiss
Selektion und eine ungerichtete Klonierung mit &lifines Adenin-Uberhangs ermoglicht.
Der Vektor ist auf die Klonierung von Tag-Polymerasynthetisierter DNA-Produkte
optimiert. Die Tag-Polymerase erzeugt einen Adeésitrerhang, der an den komplementaren
Tymin Uberhang des pGEM-T Vektor binden kann.

T/A pGEM-T Vektor-Klonierung in 10 pl Volumen:
5ul  2x Puffer ~
1ul  pGEM-T Vektor

> 1hbeiRT
3 ul PCR Produkt

1ul T4 DNA L
u igase )

3.2.16 Gerichtete Mutagenese mittels PCR im DNA-Péanid

Ein Austausch einzelner Nukleotide in einem rekorabten Plasmid wurde mit Hilfe einer
Amplifikation des Plasmids mittels PCR durchgefiihndem die eingesetzten Primer die
Mutation enthielten. Die eingesetzte PfuUltra™ HIghelity DNA-Polymerase (Stratagene)
arbeitet nur bis zu einer Lange von 10 kBp effizieé#m daher die Grof3e des Plasmids mit
dem zu mutierenden DNA-Fragment maoglichst kleinhalten wurde es in den pGEM-T
Vektor kloniert. Die Primer mit der Mutation wurdeso entworfen, dass der
Nukleotidaustausch jeweils von 15 bp flankiert wairddbas DNA-Fragment im pGem-T

Vektor wurde dann mit den Mutagenese-Primern ieredfCR Reaktion eingesetzt.

Die PfuUltra™ High-Fidelity DNA-Polymerase polymsiert die DNA ohne sie zu

methylieren. Das fur die PCR eingesetzte Plasntieoch methyliert, da es zuvor aus
E. coli Zellen isoliert wurde. Nach der PCR wurde die Enddease Dpnl (New England
Biolabs, Frankfurt a.M.) zum PCR-Ansatz hinzugegelizas Dpnl verdaute das methylierte
Originalplasmid, nicht jedoch das Plasmid mit dentddion. Der PCR-Ansatz wurde nach
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dem Dpnl Verdau auf ein Agarosegel aufgetragen dasl Plasmid wurde aus dem
Agarosegel isoliert. AnschlieRend wurde das Plagsmidier Mutation in DH5&. coli Zellen
transformiert, 5 ml Kulturen der einzelnen Koloniangesetzt und das daraus gewonnene

Plasmid sequenziert.

PCR Mutagenese in einem 25 ul Ansatz:

2,5 ul 10x Puffer PfuUltra

2 ul dNTP’s

0,3 uM je Primer

20 ng Template-DNA

0,5 ul PfuUltra™ High-Fidelity DNA-Polymerase
Ad 25 pl KO

PCR Programm:

95°C 30sek DNA-Denaturierung initiativ

95°C 30sek DNA-Denaturierung )
55°C 1 min Primeranlagerung >~ 20-24 Zyklen
68°C 4,5 min DNA-Replikation (1 min/1 kb)

_
10°C Ende

Zugabe von 2,8 ul Puffer 4 und 1 pl Dpnl. Inkubafigar 60 min bei 37°C.
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3.2.17 Sequenzierung von DNA nach Sanger

PCR-Produkte oder Plasmid-DNA wurden basierenddaufKettenabbruch-Synthese mittels
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide (ddNTRg)uenziert (Sanger et al. 1977). In einer
PCR-Reaktion mit nur einem eingesetzten Primer wiedDNA amplifiziert. Die Synthese
der DNA-Kette wird durch den Einbau eines fluoreszearkierten Didesoxynukleotids
abgebrochencfcle sequencing Reaktion). Der Einbau der ddNTPs erfolgt zufalbg, wird
eine heterogene Mischung an PCR-Fragmente unteddidier Ldnge mit entsprechender
ddNTP Fluoreszenzendmarkierung am 3’-Ende des DNan§s gebildet. Die PCR-Produkte
wurden mit 3 M Natrium Acetat prazipitiert, mit Ettol gewaschen und in 10 pul Formamid
aufgenommen. Die PCR-Produkte wurden ihrer Grofdspeschend elektrophoretisch in
Glaskapilliaren des Sequenzierautomaten 3130x| tkeraalyzer (Applied Biosystems)
aufgetrennt und die Identitat der 3’-Endnukleotideallel zur Migrationsgeschwindigkeit mit
einem Laser und Detektor mittels Fluoreszenz erf&se vier verwendeten ddNTPs sind mit
verschieden Fluorochromen markiert, wodurch sieh Blasensequenz des DNA-Fragments
ableiten lasst. Die Daten der Sequenzierung wurdérdem Programm Chromas Version

2.23 (Technelysium) dargestellt.

Cyclesequencing-Reaktion in 10 pl Volumen:

50 ng DNA (PCR-Produkt oder Plasmid)

5 ul 2x Reaktionspuffer

0,4 uM Primer

0,5 ul BigDye 1.1 (ANTPs, ddNTPs, Polymerase)

ad 10 ul dHO
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Cyclesequencing-Programm:

96°C 5 min DNA-Denaturierung initiativ

96°C 30 sek DNA-Denaturierung

58°C 30 sek Primeranlagerung 29 Zyklen
60°C 4 min DNA-Replikation

5°C Ende

Cyclesequencing-Produkt-Prezipitation:
10 ul Cyclesequencing-Produkt
10 ul 3M NaAc pH 4,7

80 ul HO

Zentrifugation 16.000 x g fur 20 min
Uberstand verwerfen

250 pl 100 % EtOH

Zentrifugation 16.000 x g fur 10 min
Uberstand verwerfen

300 ul 75 % EtOH

Zentrifugation 16.000 x g fur 10 min
Uberstand verwerfen

Pellet in 10 pl Formamid lI6sen
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3.2.18 Herstellen chemisch-kompeptenteg. coli Zellen

Kompetente Zellen wurden nach einer modifiziertemnk der CaGtMethode (Mandel &
Higa 1970; Mandel & Higa 1992) hergestellt. Ein® 30l E. coli-Bakterienkultur wurde bis
zu einer Oy von ~0,4 inkubiert, schnell auf Eis abgekuhlt wm$chlieRend zentrifugiert
(10 min, 5.000 x g, 4°C). Bei den nachfolgenden eftdschritten wurden ausschlie3lich
vorgekihlte Gefal3e und Losungen verwendet. DaseBaktPellet wurde in 15 ml Puffer 1
aufgenommen und fur 5-10 min auf Eis inkubiert. &nglRend wurden die Zellen erneut
zentrifugiert (10 min, 5.000 x g, 4°C) und in 15 kuffer 2 resuspendiert. Die Zellen wurden
aliquotiert, in flussigem Stickstoff schockgefronemd bei -80°C gelagert.

Puffer 1 30 mM K Acetat, 50 mM Mng1100 mM CadCl, 15 % (w/v) Glycerin

Puffer 2 10 mM Na-MOPS, 75 mM Caf10 mM KClI, 15 % (w/v) Glycerin

3.2.19 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Eukaryotische Zellen wurden bei 37°C mit gesattigtaiftfeuchtigkeit und 5 % CO
Atmosphare kultiviert. Das Medium der Zellen enlthi®0 units/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin. Alle Zelllinien wurden vor Erreichemon 100 % Konfluzenz mittels
tryptischen Verdaus (0,05 % Trypsin, 0,5 mM EDTAPBS) passagiert.

3.2.20 Transfektion von HEK-293 EBNA Zellen

Die HEK-293 EBNA Zellen sind eine immortalisiertemenschliche embryonale
Nierenzelllinie, die sich hervorragend fiir die Udbression von Proteinen eignet. Die
Proteinexpression dieser Zelllinie wurde durch [Esgronsvektoren auf Basis des ,EBV-
nuclear antigens® (EBNA) optimiert. Der verwendeCEP4 Vektor ist ein hierfur

optimierter Expressionsvektor. Die Transformatiafolgte nach der GRO,-Methode. In

einem Volumen von 370 pl wurden 4 — 10 pug PlasmitViasser gel6st, 123 pul 1 M CacCl
hinzu pipetiert und anschlieRend unter schwachenteXen tropfenweise mit 2x BBS-Puffer

versetzt. Das Gemisch wurde dann 20-30 min bei iKThiert und tropfenweise zu den
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Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale pipetiertadk 6 bis 14 Stunden wurde das Medium
der Zellen durch Medium mit 1 - 10 % FCS ausgetatudgie Zellen bzw. ihr Medium wurde
nach 2-3 Tagen fur die Experimente eingesetzt.

2x BBS 50 mM BES (Sigma-Aldrich, B4554), 280 mM®l,
1,4 mM NaPQ,, den pH-Wert exakt auf 6,95 eingestellt

3.2.21 Herstellung RS1 stabil exprimierender HEK-29 EBNA Zellen

Die Charakterisierung des Retinoschisins erfordeme biologische Quelle fur ein korrekt
gefaltetes und funktionsfahiges Protein. Zur Reingydes nativen RS1 aus Schweine- oder
Rinder-Netzhauten mangelte es an der verfugbareatrnvon Augen. Deshalb wurden mit
dem pCEP4 Vektor transfizierte HEK-293 EBNA Zellals Quelle fur das Retinoschisin
verwendet. Um eine maximale und konstante Expresses rRS1 zu erhalten, wurden die
transfizierten Zellen selektioniert und auf die eldnafte Expression des rRS1 Uberprift. Der
pCEP4 Vektor enthalt ein Resistenzgen gegen dabigtikum Hygromycin B, mit dem die
transfizierten HEK-293 EBNA Zellen selektioniert mden. Zuerst wurde die Effektivitat des
Hygromycin B ermittelt, daflir wurden nicht-transéide Zellen bei unterschiedlichen
Konzentrationen von Hygromycin B kultiviert. Es wlereine Konzentrationsreihe von 0 bis
1000 pg/ml Hygromycin B in 100 pg/ml Schritten dugefihrt. Die Zellen tberlebten bei
einer Konzentration von 300 pg/ml Hygromycin B diegage, dem entsprechend muissen
transfizierte Zellen langer als drei Tage Uberlel@araufhin wurden HEK-293 EBNA Zellen
mit dem pCEP4 Vektor nach der £&,-Methode transfiziert (Kap. 3.2.20). Am folgenden
Tag wurde das Medium gegen ein Medium mit 300 pdiygromycin B ausgetauscht und
fur sechs Tage inkubiert. Jeden zweiten Tag wusedeMedium mit den toten Zellen gegen
ein frisches Medium ausgetauscht. Nach den secpsnTaurden die Anzahl der Zellen mit
Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer (Superior ribtdeld, Lauda-Konigshofen)
bestimmt und mit Hygromycin B freien Medium in 9@ Platten vereinzelt. Nach 5 Tagen
wurden die Zellen wieder fur 8 Tage in Hygromyckh8tigem Medium Kkultiviert.
Anschlie3end wurden die Uberlebenden Zellen web-Platten kultiviert und die Expression
des rRS1 durch eine immunocytochemische Fluoreszarmng (Kap. 3.3.6) Uberprift
(Abb.7).
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Abb.7: Immunochemische Fluorezenz-Farbung der rRSEtabil exprimierenden HEK-293 EBNA Zellen.
A) Detektion des rRS1 in den HEK-293 EBNA Zellen mém aRS1p und dem anti-Kaninchen Antikdrper
Alexa-594 (rot) B) Farbung der Zellkerne durch DART) Uberlagerung der Bilder A und B.

Die selektionierten HEK-293 EBNA Zellen zeigen lker immunocytochemischen Farbung

eine Lokalisation des rRS1 im Cytosol. Dem entdpead exprimieren alle Zellen das rRS1.

3.2.22 RNA-Isolierung aus humanem Gewebe

RNA aus humanem Gewebe wurde mit Hilfe des RNeasy Kit (Qiagen) isoliert. Fur die
Zerkleinerung des Gewebes wurde das QIAshreddgfaigen) eingesetzt.

3.2.23 cDNA-Synthese mit reverser Transkriptase

Zur Synthese der cDNA wurde das AffinityScript™ Mple Temperature cDNA Synthesis
Kit (Stratagene) und oligo (dT) Primer verwendeg komplementéar an den poly-(Adenin)
Schwanz der mRNA binden kénnen und als Synthestp8tkt fur die Polymerase

fungieren.
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cDNA Synthese Ansatz in 20 pl Volumen:

3 ug total RNA \

1 ul oligo (dT) Primer (0,5 pg/ul) 5 min bei 65°C
Ad 15,7 pl dHO

Abkihlung auf RT > 5 min bei 42°C
2 ul 10x Puffer 60 min 55°C
0,8 ul dNTPs (25 mM)

0,5 ul RNase Block

1l AffinityScript (Enzym)

Sequenz des oligo(dT)12-18 Primers
5'GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTITTITTTITTTIT'3

3.2.24 Extraktion genomischer DNA aus Gewebe

Die genomische DNA wurde aus frisch entnommenem dgbewisoliert. Das verwendete
Gewebe wurde in 250 pl Laird’s Lysis Puffer mit (11020 % SDS und 10 pl 10 mg/ml
Proteinase K aufgenommen und bei 65°C Uber Nadtutbiert. AnschlielBend wurden die
unverdauten Zellreste abzentrifugiert (13.000 £@min, RT). Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefald Uberfuhrt und 250 pl Isopaphimzugegeben. Die Probe wurde
solange invertiert bis keine Schlieren mehr zu seh&aren. AnschlieRend wurde die
enthaltene DNA durch Zentrifugation (13.000 x g,mid, RT) pelletiert. Das Isopropanol
wurde dekantiert und 300 pl 75 % Ethanol hinzupipet Daraufhin wurde die Probe
zentrifugiert (13.000 x g, 10 min, RT). Das Wascheit 300 ul 75 % Ethanol wurde
wiederholt, zuletzt wurde das Ethanol verworfen wiel getrocknete DNA in 100-200 pl

H,0O aufgenommen.

Laird’s Lysis Puffer 0,2 M NaCl; 0,1 M Tris-HCIH18,3; 5 mM NaEDTA
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3.2.25 Genotypisierung der RSknock-out-Maus

Die RSlh-defiziente (RSTh) Maus wurde am Institut fir Humangenetik der Unsitét
Regensburg generiert und befinden sich in eineri@ahaltung (Weber et al. 2002). Zur
Generierung der RSThMaus wurde durch homologe Rekombination eine lae@-Kassette

in das Exon 3 eingefiigt (Abb.8). Die lacZ-neo Késsbeinhaltet das beta-Galaktosidase
Reporter Gen lacZ) und das Neomycin Resistenz-Gen unter der Koetraiés Maus
Phosphoglycerat Kinasédk) Promotors. Die hemizygoten RSThMause weisen mehrere
phanotypische Gemeinsamkeiten mit der menschlickiR8 auf, u.a. ein negatives ERG,
zystenahnliche Strukturen, eine Schisis der inneetinalen Strukturen, und Stérungen der
synaptischen Verbindungen zwischen Photorezeptareh Bipolarzellen. Die apoptotisch
bedingte Degeneration der Photorezeptorzellen Kiskt postnatal ab Tag P14 nachweisen
und zeigt eine Verkirzung der inneren und aul3eegm®8nte der Photorezeptorzellen. In
Folge der Degeneration sind nach einem Jahr mehrdi@l Hélfte der Photorezeptoren

abgebaut.

Aus der Schwanzspitze von 10-12 Tage alten RSMiusen wurde die genomische DNA
isoliert (Kap. 3.2.24) und mit Hilfe der PCR wurdder Genotyp und das Geschlecht der
Mause bestimmt. Das Geschlecht junger Mause isbloi@em Auge schwierig zu bestimmen,
deshalb wurde dassex determining region Y*-Gen (SRY) mit Hilfe der PCR nachgewiesen.
DasSRY-Gen ist auf dem Y-Chromosom lokalisiert und koti@ér einen Transkriptionsfaktor
der zur Entwicklung der Hoden benétigt wird. NurrmbBche Mause besitzen d&8RY-Gen.
Die RS1H"-Maus wird von der Wildtyp-Maus durch das eingeéilgicZ-Gen unterschieden.
Das Primerpaar rsc3F/rsmint3R amplifiziert ein Wi spezifisches Exon 3/Intron
Uberspannendes DNA-Fragment von 190 bp, das Praaemsc3F/LacZR2 amplifiziert ein
RS1HY-spezifisches Exon 3/LacZ-Gen tiberspannendes DN#yrRent von 300 bp (Abb.9).
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rsc3F rsmint3R
_’ ‘__

- 123 - .
Wild-Typ Allel
x bpAPGK-neo-bpA x
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* Homologe Rekombination

s 8 2 —wAPCKan i —— i —————

. = -—
Ziel Allel rsc3F  LacZR?

Abb.8: Herstellung der RS1-KO Maus. Das Wildtyp Allel des RS1 Gens wurde unterbroclieinch das
Einfigen ded.acZ-Gens mit einer neo-Kassette. Die Exone 2 bis R$¥&sGens sind als E2-E5 bezeichnet. Die
Primer die zur Genotypisierung der Mause eingesetztien und deren Position im Genom, sind durcliePfe
markiert. Der rsc3F Primer bindet im Exon 3 @R&1-Gens, wahrend der Primer rsmint3R im Intron B&%-
Gens und der Primer LacZR2 IracZ-Gen bindet. Die Abbildung wurde modifiziert aus bée et al. 2002.

Da dasRSl1-Gen auf dem geschlechtsspezifischen Anteil deshk¥e@osoms lokalisiert ist,
besitzen mannliche Mause nur ein Allel und zeigeshdlb entweder ein PCR-Produkt mit
den Wildtyp-spezifischen Primeren rsc3F/rsmint3Reroder RSlﬁY-spezifischen Primern
rsc3F/LacZR2. Weibliche Mause besitzen zwei X-Chwsamen und somit zwei Allele. Sie
amplifiziernen nur ein PCR-Produkt fur das Wildi#pel mit den rsc3F/rsmint3R Primern,
heterozygote Tiere zeigen je ein Produkt bei beiBemerpaaren und homozygote Tiere
zeigen nur ein PCR-Produkt bei den rsc3F/LacZR&é&m.
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M1 23456 7 810111213141516N

rsc3F/LacZR2
L — rsc3F/rsmint3R
eyl rey
SRYF/SRYR

Abb.9: Agarosegele einer PCR zur Genotypisierung vo16 Mausen (1-16)Der obere Abschnitt zeigt das
beta-Galaktosidase Reportergen PCR-Produkt de&/iss®R2 Primerpaares. Im mittlern Abschnitt sirid d
PCR-Produkte des Wildtypspezifischen rsc3F/rsmirB3iRherpaares dargestellt und im unteren Abschimtd

die PCR-Produkte der geschlechtsspezifischen SRYARSPrimerpaares abgebildet. Die Maus Nr.9 ist eine
mannliche hemizygote RSThMaus, da sie ein PCR-Produkt belimrZ- und SRY-Gen zeigt jedoch keins beim
wildtypspezifischen Primerpaar. Die 1-Kb-Plus DNA&#Her ist mit einem M und die Leer-Kontrolle mineim

N beschriftet.

PCR Reaktion in 25 pl Reaktionsvolumen:

2,5 ul 10x Puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 1x6M MgCl,, pH 8,3)
100 ng Template-DNA

0,4 uM je Primer

2,5mM dNTPs

1 Unit DNA-Polymerase

Ad 25 pul dHO
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PCR Programm:

96°C 5 min DNA-Denaturierung initiativ
96°C 30 sek DNA-Denaturierung )
58°C 30 sek Primeranlagerung \— 29 Zyklen

72°C 45 sek DNA-Replikation (1 min/1 kb)
_/

72°C 5 min DNA-Replikation final

5°C Ende

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Verwendete rekombinante Proteine

Die Expression rekombinanter Proteine wurde in arpstischen E.coli und in
eukaryotischen HEK 293 EBNA Zellen durchgefuhrte Békombinant exprimierten Proteine
wurden fast ausschliel3lich mit einer spezifischemimosauresequenztaf)) fusioniert
(Kap. 3.2.3), um die Proteine mit Hilfe ein&m-spezifischen Antikdrpers nachzuweisen.
Eine Ausnahme war das Retinoschisin, gegen dasifisppe polyklonale Antikérper

vorhanden waren. Alle eingesetzten Proteine entbprejeweils der humanen Form.

Rekombinant expremierte Proteinedncoli:

rARMS2-His Age-related maculopathy susceptibility 2 (ARMS2) mit einem
C-terminalen hexa-Histiditag (His)

rARMS2-GST Age-related maculopathy susceptibility 2 (ARMS2) mit einem
N-terminalen Glutathion-S-Transferatsgr (GST)
(freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Bagb8athke,
Institut fir Humangenetik, Universitat Regensburg).
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rARMS2-MBP Altersabhénige Makuladegeneration sush#ifares Protein 2
(ARMS2) mit einem N-terminalen Maltose-Binde-Prat&ag
(MBP) (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt vBarbara
Bathke, Institut fir Humangenetik, Universitéat Resfeurg).

rTIMP2-His Gewebeinhibitor des MetalloproteaseRsdteins (TIMP2) mit
einem C-terminalen hexa-Histidiag (His) (freundlicherweise
zur Verfigung gestellt von Marton Furgarasmetitut fur
Humangenetik, Universitat Regensburg).

Rekombinant  exprimierte  Proteine in HEK-293 EBNA lI@@ mit einem
C-terminalen Rho-1D4ag:

ITTR Transthyretin (TTR)

(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Drndkea
Gehrig, Institut fir Humangenetik, Universitat Regeurg).

rHMFG8 Milchfett globularer-EGF Faktor 8 (HMFGB8)

(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Drndkea
Gehrig, Institut fir Humangenetik, Universitat Regeurg).

rDDR2_AS1-400 Aminosauren (AS) 1 bis 400 des
Discoidin Domane Rezeptors 2 (DDR2_AS1-400)

[Kloniert von Marton Furgarasi]

rATP1A3 a3-Untereinheit der Na/K-ATPase (ATP1A3)
rATP1B2 32-Untereinheit der Na/K-ATPase (ATP1B2)
rg2_AS1-239 Aminosauren (AS) 1 bis 239 der Na/K-ATé}2-Untereinheit

(B2_AS1-239)
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Rekombinant expremierte Proteine in HEK-293 EBNAlete
rRS1 Retinoschisin (RS1); oktameres Protein

(freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof.
Robert Molday, Universitdt British  Columbia,

Vancouver, Kanada).
rRS1_C59S/C223S Retinoschisin Cystein-Mutantagdes Protein

(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Prof.
Robert Molday, Universitdt British  Columbia,

Vancouver, Kanada).
rRS1_C40S/C59S/C223S Retinoschisin Cystein-Mutané@momers Protein
(Alle im pCEP1T4)

rARMS2-His_e ARMS2 mit einem C-terminalen Hexa-lthg
(Vektor: pcDNA4HisMaxA) (freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von Dr. Ulrike Friedrich, litst fur

Humangenetik, Universitat Regensburg).

3.3.2 Bestimmung der Protein-Konzentration nach Brdford (1976)

Die Protein-Konzentration wurde nach Bradford (Boad 1976) bestimmt. Dazu wurden je
800 pl Proteinlésung (1-10 ug Protein) mit 200 pdtiRuant Farbereagenz (Carl Roth)
versetzt. Als Referenz wurden 800 pdHmit der Farbereagenz eingesetzt. Die Extinktion
der Losung wurde nach 10 min bei 595 nm bestimni¢ Protein-Konzentration wurde
anhand einer Kalibriermessung mit Rinderserum-AliourgSigma-Aldrich) ermittelt. Im
linearen Bereich der Kalibrierungskurve (1-5 mg/rehtspricht eine Ofs von 0,3654

ca. 1 mg/ml Protein.
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3.3.3 Gelelektrophorese, Transfer und Immobilisierang von Proteinen

Die Proteine wurden elektrophoretisch in SDS-Palylamidgelen aufgetrennt (SDS-PAGE,
(Laemmli 1970)). Die SDS-PAGE wurde in einer Gelkaen SE 600 (GE Healthcare)
durchgefuhrt. Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffersetzt und bei 60 mA
elektrophoretisch im Laufpuffer aufgetrennt. Dieslgrophorese wurde bis zum Auslaufen
des Bromphenolblaus durchgefiihrt. Die Proteinenalygischen Gelen wurden entweder mit
Coomassie-Blau gefarbt, oder nach Towbin (Towbiralet1979) auf PVDF-Membranen
(Millipore) transferiert. Der Transfer der ProteinéWestern Blot) wurde nach
Herstellerangaben mit einem Transblot SD Semidangier Cell Elektroblotter-System
(BioRad, Munchen) und Towbin Puffer (Towbin et d4979) im Halbtrockenverfahren
durchgefiihrt. Die Transferzeit betrug 50 min b&ihA/cnt Gelflache.

SDS-Probenpuffer Endkonzentration: 1,6 % (w/vSSD % (v/v)
3-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCI pH 6,8; 15 @ycerin;
0,003 % (w/v) Bromphenolblau

Laufpuffer 192 mM Glycin; 25 mM Tris; 0,1 % (W/@DS

Coomassie-Blau 30 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v)igs&ure;
0,2 % (w/v) CoomassieBrilliant Blue R

Towbin Puffer 250 mM Tris-HCI pH 8,6, 190 mM Gigg¢

Als GroRenstandard bei der SDS-PAGE diente der Rage" Prestaind (Fermentas, St.
Leon-Rot).

3.3.4 Immunologischer Nachweis von immobilisierteProteinen

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Menmdmanurden die PVDF-Membranen
mit 0,5 % Magermilchpulver (Carl Roth) in PBS, 6@hnbbei RT oder Gber Nacht bei 4°C,
abgesattigt. AnschlieRend wurde die Membran 1 hdexh primaren Antikdrper in PBS mit



Material und Methoden 42

0,05 % (v/v) Tween-20 (PBS-T) inkubiert. Der AntigAntikorperkomplex wurde nach dem
Waschen mit PBS-T fur 60 min mit einem sekundarenik&rper (Verdinnung 1:10.000-
1:30.000 in PBS-T, Calbiochem) inkubiert, an dea Bazym Meerrettichperoxidase (HRP)
gekoppelt war. Nach 30 minitigem Waschen mit PB®&ufden die Proteine erst mit der
Chemolumineszenz-Ldésung (www.laborjournal.de/rubraks/tricks/trick81.html)

(Kap. 3.3.5) auf Rontgenfilmen nachgewiesen. Bemmdn oder zu schwachen Signalen
wurde das SuperSigffaWest Femto (Thermo Scientific) eingesetzt. Die whitisierten

Proteine wurden nachtréaglich mit Coomassie-Blaéripef

PBS 137 mM NacCl; 2,6 mM KCI; 10 mM paPOy;
1,8 mM KHPQ,, pH 7,4

Coomassie-Blau 30 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v)igs&ure;
0,2 % (w/v) CoomassieBrilliant Blue R

In dieser Arbeit wurden folgende Antikdrper eingese

* aRhol1lD4: polyklonaler Antikbrper aus Maus gegen Basdopsin. Der Antikdrper
wurde freundlicherweise von Prof. Robert Molday {énsitat British Columbia,
Vancouver, Kanada) zur Verfigung gestellt.

» aRS1p: polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegess dRetinoschisin. Der
Antikdrper wurde freundlicherweise von Prof. Robbftolday (Universitat British
Columbia, Vancouver, Kanada) zur Verfigung gestetlort bezeichnet als
pAB-apRS1 (Weber et al. 2002).

 aRS1m: monoklonaler Antikdrper aus der Maus geges Ratinoschisin. Der
Antikérper wurde freundlicherweise von Prof. Robsftolday (Universitat British
Columbia, Vancouver, Kanada) zur Verfigung gestdtitt bezeichnet als RS1 3R10
(Weber et al. 2002).

 aATP1A3: monoklonaler Antikorper aus Maus gegen di8-Untereinheit der
Na'/K*-ATPase (Cat.No.: ab2826, Biozol, Eching)

* aATP1B2: monoklonaler Antikérper aus Maus gegen @2 Untereinheit der
Na'/K*-ATPase (Cat.No.:610915, BD Biosciences Europe Boelegem, Belgien)
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oPenta-His: monoklonaler Antikorper aus Maus gegenMpotiv aus funf Histidin

Aminosauren (Quiagen, Hilden).

* aARMS2: polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen geg#es ARMS2 Protein, in
Zusammenarbeit mit Matthias Reinhardt (ImmunoGlébikérpertechnik GmbH,
Himmelstadt) hergestelit.

« 0oERK1/2: polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen ged@RK1 (pThf*ZpTyr’® und
ERK2 (pTht*IpTyr'®) (Sigma-Aldrich, E7028)

* aGST: polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegea @ilutathion-S-Transferase
(Sigma-Aldrich)

* aMBP: monoklonaler Antikorper aus Maus gegen dastddalBinde-Protein (New

England Biolabs, ES8032S)

3.3.5 Chemolumineszenz-L6sung zur Proteindetektioim Western Blot

Chemolumineszenz ist eine chemische Reaktion belLidét emittiert wird. Dieses Licht
wird bei einem immunolgischen Nachweis zur Deteaktioon Proteinen benutzt. Die
bekannteste Methode ist die Chemilumineszenzraaktles Luminols mit Hilfe der
Meerrettichperoxidase (HRP) in Gegenwart von,OF Die Herstellung der
Chemolumineszenz-Ldsung wurde aus dem Laborjowmade

(www.laborjournal.de/rubric/tricks/tricks/trick8%rhl) entnommen:

Puffer 1 2ml
Puffer 2 200 pl
35 % HO, 0,6 pl

Die Lésung wurde zur Blot-Membran gegeben, 30-60 s¥kubiert und anschlie3end auf

einem Rontgenfilm exponiert.

Puffer 1 50 mg Luminol (Sigma-Aldrich, A4685) gstin
0,1 M Tris-HCI pH 8,6

Puffer 2 11 mg para-Hydroxycoumarinsaure
(Sigma-Aldrich, C9008) geldst in 10 ml DMSO
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3.3.6 Immunocytochemie bei eukaryotischen Zellen

Die Proteinexpression transfizierter Zelle wurdes&alich zum Western Blotting durch
Immunocytochemie Uberprift. Vor dem PassagierenZédlen in eine frische Kulturschale
wurden Deckglaschen (15 mm Durchmesser, Carl Rotizugelegt. Wenn die Zellen zu 50—
80 % konfluent waren, wurden sie transfiziert (K&2.20) und zwei Tage spater fir die
Immuncytochemie eingesetzt. Die Deckglaschen mit agherierten Zellen wurden in eine
24-well Platte Gberfuhrt und mit 200 pul PBS gewaschen.chAlins3end wurden die Zellen
durch die Inkubation fir 10 min in 4 % (w/v) Panma@aldehyd auf dem Deckglaschen fixiert.
Danach wurden die Zellen erst zweimal mit PBS getvas, dann 30 min in der
Blockierlosung inkubiert und daraufhin 1 h in der Antikérperlésung (1:100-1:300)
inkubiert. Nach dreimaligen Waschen der Zellen nHBS wurden sie in der
2. Antikorperlosung (Alexa-488 grin, Alexa-594 rof\ntikdrperverdinnung 1:800,
Molecular Probes, Leiden, Niederlande) 30 min in&b Durch die anschlieRende
Inkubation von 10 min mit 0,1 pg/ml DAPI Ldsung,64Diamidino-2-phenylindol, DAPI,
Molecular Probes, Leiden, Niederlande) wurden dedlkérne angefarbt, wodurch die
Transfektionseffizenz und die Lokalisierung von tBimoen besser bestimmt werden kann.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die ZellerFluoreszenz-Einbettmedium
(DakoCytomation GmbH, Hamburg) eingebettet und mdem  Axioskop2-
Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) ainedty

PBS 137 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 10 mM NdPO;;
1,8 MM KHPOy, pH 7,4

Blockierlosung 10 % (v/v) Ziegenserum, 0,3 % (VIviton X-100 in PBS
1. Antikorperlésung 2,5 % (v/v) Ziegenserum, 0,XW) Triton X-100 in PBS
2. Antikérperlésung 2,5 % (v/v) Ziegenserum, 0,1\) Triton X-100 in PBS

3.3.7 Bindung des rRS1 an Gewebe der R&hock-out Maus
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Eine 14 Tage alte RSdrock out Maus (RS1-KO-Maus) wurde mit GCbetdubt, durch
Genickbruch getttet und Gehirn, Herz, Niere, Lehenge und Netzhaut entnommen. Die
Gewebe wurden umgehend in flissigem Stickstoff ckipefroren und bis zu ihrer
Verwendung bei -80°C gelagert. Fur ein Experimentde das rekombinante RS1 Protein
(rRS1) aus dem Medium der stabil expremierenden B34 transfizierter HEK-293 EBNA
Zellen verwendet (Kap. 3.2.20). Das Medium der RIEK-293 EBNA Zellen wurde bei 70-
80 prozentiger Konfluenz gegen ein FCS freies Madawsgetauscht. Nach drei Tagen wurde
das Medium abgenommen und durch ZentrifugiererL80 x g fir 10 min von den Zellen
separiert, anschlieRend wurde die rRS1-Proteinmemge Hilfe eines Western Blots
abgeschéatzt. Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°@ ygde Zentrifugation bei 16.000 x g fir
15 min durchgefihrt. Fur ein Experiment wurden fR81-KO-Maus Netzhaute oder 15 mg
Gewebe in 300 pul PBS homogenisiert und bei jedebeitgschritt wurde ein 30 ul Aliquot
abgenommen (Abb.10 Schritt 1, M1). Das Homogenisatrde zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen (Abb.10 Schritt 2, S1), aiestémd wurde das Pellet wieder in 300
pl Medium mit rRS1 resuspendiert und fur 30 min R&i inkubiert (Abb.10 Schritt 3, M2).
Nach der Inkubation wurde das Homogenisat wiedetrifegiert (Abb.10 Schritt 4, S2) der
Uberstand dekantiert und das Pellet in 300 pul P&igpendiert (Abb.10 Schritt 5, M3).
Gegebenenfalls wurde das Pellet nochmals zenteifygider Uberstand abgetrennt
(entsprache S3) und das Pellet erneut in PBS resdspt (entsprache M4). Die einzelnen

Aliquots wurden mit 10 pl SDS-Probenpuffer verseizd flir einen Western Blot eingesetzt.

SDS-Probenpuffer Endkonzentration: 1,6 % (w/vSSD % (v/v)
3-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCI pH 6,8; 153Mycerin;
0,003 % (w/v) Bromphenolblau
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Arbeitsschritt Proben-Bezeichnung

Homogenisieren des Gewebes
M1 in PBS.

Zentrifugieren

2 3 Léslichen Uberstand (UB) von
] uB S1  nicht I6slichen Zellbestandteilen
(Pellet) abtrennen.
:| Pellet

3\ Resuspendieren des Pellets
\ M2  in Medium rRS1 expremierender
HEK-293 EBNA Zellen.

Zentrifugieren

4 . Bindet rRS1 an das Gewebe ist
:| UB S2 gsim Pellet. Bindet es nicht an
oder das Gewebe bleibt es im UB.
Pellet Abtrennen des UB.

Nicht
Gebunden Gobundan

5 Resuspendieren des Pellets
M3 in PBS.
Erneut zentrifugieren, abtrennen
des UB und resuspendieren des
Pellets in PBS.

Abb.10: Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte mar Uberpriifung der Bindung von rRS1 an Gewebe
der RS1-KO-Maus.

Das Experiment wurde modifiziert indem RS1-Cystéiatanten anstelle des Wildtyp RS1
Proteins eingesetzt und/oder Peptide bzw. Monosaicithzugesetzt wurden. Die Peptide und
Monosaccharide wurden eingewogen und in dem MedR#d exprimierender HEK-293
EBNA Zellen gel6st. Die verwendeten Peptide wurden der Firma PANATecs GmbH
(Tubingen) mit > 80% Reinheit synthetisiert. Die Wwsauresequenz der Peptide entspricht
denen der RSHpikes 1-3. Das Peptid mit einer zufalligen Aminosaureseg desSpike 3

wird alsRandom-Peptid bezeichnet.

Peptide 1 (AS 87-96): EQYVGWYSSW
Peptide 2 (AS 107-117): GFGCAWLSKFQ
Peptide 3 (AS 141-148); RCDIDEWM

Random: DEMCRIWD
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3.3.8 ELISA: Bindung des rRS1, rTTR und rHMFGS8 an wnilaminare Phospholipide

Die Bindung von rRS1, rTTR und rHMFG8 an Phosphdépwurde nach der modifizierten
Methode von Andersen und Mitarbeiter (2000) durfiige. Bei dieser Methode werden 96-
well Platten mit Phospholipiden beschichtet. Die ndobie” Oberflache dewells wird durch
das BSA Kovine serum albumin) Protein abgesattigt und anschlieRend werden die
Phospholipide mit den zu untersuchenden Protemambiert. Das nicht an die Phospholipide
gebundene Protein wird durch PBS weggewaschen asdydbundene Protein wird durch
Zugabe eines spezifischen primaren AntikorpersAfiikorper) und einen 1. Antikdrper
spezifischen sekundaren Antikorpers (2. Antikormhxdektiert. Der 2. Antikorper ist mit der
Meerrettichperoxidase gekoppelt, dieses Enzym satzSubstrat in einer Farbreaktion um.
Die Menge an umgesetztem Substrat kann anschlie®@nhdHilfe eines Photometers

guantifiziert werden.

Getestet wurde die Bindung der oben genannten iReoten Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylethanolamin) (BBd einem Gemisch aus Lipiden
(Lipid Mix), das aus Huhnereigelb isoliert wurdeer ipid Mix enthalt ca 60 % PC, ca 35 %
PE und 5 % PS. Die Phospholipide wurden in einemi€gh aus 70 % Methanol und 30 %
Chloroform in einer Gesamtkonzentration von 10 (gipelost. Jeweils 100 pl eines
Phospholipid-Gemisches wurden in eill einer 96well MaxiSorp Platte (Nunc) pepitiert.
Das Losungsmittel verdampfte bei RT und dadl wurde anschlieend mit 200 pl
Blockierlésung fur eine Stunde bei 37°C inkubi®&ann wurden diavells dreimal mit PBS
gewaschen und mit 100 pl Medium von rRS1, rTTR b#FG8 exprimierender HEK-293
EBNA Zellen gefillt. Die 96~;ell MaxiSorp Platte wurde dann Uber Nacht bei 4°C ldaud.
Die wells wurden anschlieRend dreimal mit PBS gewaschen omd 100 pl der
entsprechenden 1. Antikorperldsung fir eine Stuele37°C inkubiert. Vor der Zugabe der
2. Antikorperlésung wurden dieells dreimal mit PBS gewaschen. Die Farbreaktion wurde
durch die Zugabe von 100 pl 385-Tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma-Aldrich) gestdrt
und nach 15 min durch die Zugabe von 10 pl 37% g&Stoppt. Die umgesetzte Menge an
TMB wurde dann bei 450 nm bestimmt. Alle Experineemivurden in Triplikaten

durchgefuhrt.
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PC L-u-Phosphatidylcholin (Sigma-Aldrich, P3556)
PE 3-sn-Phosphatidylethanolamin (Sigma-Aldrich;93)
PS 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (Sigaidrich, P7769)

Lipid Mix L- a-Phosphatidylcholin (Sigma-Aldrich, 61755)

Blockierlosung 2 mg/ml BSA in PBS gel6st

PBS 137 mM NacCl; 2,6 mM KCI; 10 mM paPOy;
1,8 mM KHPQ,, pH 7,4

1. Antikorper 0oRS1 polyklonaler Antikorper (1:5000) oder
oRho-1D4 monoklonaler Antikorper (1:5000) in PBS

2. Antikorper aKaninchen Antikdrper (gegen RS1) odeMaus Antikdrper
(gegen Rho-1D4) gekoppelt mit der Meerrettichpetage
(Calbiochem) gel6st in PBS

3.3.9 Herstellen von Vesikeln nach Szoka und Papatfjapoulos (1978)

Szoka und Papahadjopoulos (Szoka & Papahadjop@Qii) entwickelten eine Methode zur
Herstellung grofBer uni- und oligolamellarer VesikéBei dieser Methode werden
Phospholipide in einem organischen Ldsungsmitteigeiingeldst, anschlieRend wird ein
wassriges Losungsmittel hinzugegeben (Abb.11 Bild Durch Sonifizieren dieses
Zweiphasengemisches (Abb.11 Bild 2) entsteht emal&on, bei der die wassrige Phase als
winzige Tropfchen im organischen Losungsmittel gekind. Die Phospholipide orientieren
sich an der Grenze zwischen organischer und wasdrigase (Abb.11 Bild 3). Der Emulsion
wird langsam das organische Loésemittel entzogeh,dase Weise organisieren sich die
Lipide als unilamellare Vesikel. Durch den weitef&ntzug des organischen Losungsmittels
lagern sich die Vesikel noch enger zusammen (AbBilbl 4), bis sie miteinander
verschmelzen (Abb.11 Bild 5) und sich als Vesikat giner Bilayermembran abkapseln
(Abb.11 Bild 6).
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Abb.11: Herstellung von Phospholipidvesikeln nach &ka und Papahadjopoulos (1978Die Phospholipide
sind als Kugel/Strich Modell dargestellt. Die hygdhoben Ketten der Phospholipide sind als Strich died

polaren Gruppen als Kugel dargestellt. Die Abbilgluwvurde tbernommen aus der Veroffentlichung vorok&z
& Papahadjopoulos 1978).

Zur Herstellung artifizieller Vesikel wurden ca. B@ Lipid in einem Rundkolben mit

Diethylether geltst. Der Diethylether wurde jeweitst Hilfe eines Rotationsverdampfers
Rotavapor R-3000 (Buchi Labortechnik GmbH, Esseeydampft. Das Lipid wurde

anschlieBend wieder in 3 ml Diethylether gelost ubanl PBS hinzugegeben. Das
zugegebene PBS wurde spater von den Vesikeln @inigssen. Das Losemittel-Wasser-
Gemisch wurden solange sonifiziert (VibraCell VCX04 Sonics and. Materials Inc.,

Newtown, USA), bis eine homogene Dispersion entianwar. Die Temperatur des
Losemittel-Wasser-Gemisches sollte beim Sonifiziek®°C nicht Gbersteigen. Nachdem ein
Grol3teil des Diethylethers bei RT verdampft walddten die Lipide ein klebriges viskoses
Gel. Nach weiterem Verdampfen des Ldsemittels wueithe Punkt erreicht, bei dem das
viskose Gel in eine wassrige Suspension ubergimgdidsem Punkt wurde gegebenenfalls
PBS hinzu gefuhrt. Die letzten Spuren des Diethget wurden durch eine 15 min
Inkubation im Rotationsverdampfer entfernt. Die ek wurden Uber Nacht gegen PBS
dialysiert (GroRRenausschluf3 3500 Da), mit Argorrsitfachtet und bei 4°C gelagert.

PBS 137 mM NacCl; 2,6 mM KCI; 10 mM paPOy;
1,8 mM KHPQ,, pH 7,4
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3.3.10 Bindung des rRS1, rTTR und rHMFG8 an artifizelle Phospholipidvesikel

Der Bindungsassay wurde mit artifiziellen PhosptidiVesikel (Kap. 3.3.9) durchgefihrt.
Das Prinzip dieses Experimentes entspricht dem Rladung des rRS1 an RS1-KO
Mausgewebe (Kap. 3.3.7), wobei an Stelle des RS1IM&Dsgewebes Phospholipidvesikel
eingesetzt werden. Die Vesikel werden mit PBS gehas, in Losungen mit rRS1, rTTR und
rHMFG8 inkubiert, und anschlielRend wieder mit PBSvgschen. Dabei werden die l6slichen
von den nicht I6slichen Bestandteilen durch Zemgigftion getrennt. Alle Arbeitsschritte
wurden bei 4°C und jede Zentrifugation bei 16.0G9 fir 15 min durchgefuhrt. Fir ein
Experiment wurden 50 mg Phospholipid Vesikel in B0®BS resuspendiert und bei jedem
Arbeitsschritt wurde ein 30 pl Aliquot abgenomm®&mne Emulsion wurde zentrifugiert und
der Uberstand dekantiert, anschlieBend wurden digikel wieder in 300 pl Medium mit
rRS1 resuspendiert und fur 30 min bei RT inkubidech der Inkubation wurde die Emulsion
wieder zentrifugiert, der Uberstand dekantiert aiel Vesikel in 300 pl PBS resuspendiert.
Gegebenenfalls wurden die Vesikel nochmals zegigft, der Uberstand abgetrennt und die
Vesikel erneut in PBS resuspendiert. Die einzelidiguots wurden mit 10 pl SDS-

Probenpuffer versetzt und fur einen Western Blogesetzt.

PBS 137 mM NacCl; 2,6 mM KCI; 10 mM paPOy;
1,8 mM KHPQ,, pH 7,4

3.3.11 ELISA: Bindung des rRS1, rTTR und der extraellularen Domane des DDR2 an
die Kollagene I-V

Die Bindung des rRS1, rTTR und der extrazelluldbermane des DDR2 (DDR2_AS1-400)
an Kollagene | bis V wurde auf &hnliche Weise wsueht, wie die Bindung des rRS1 an
Phospholipide (Kap. 3.3.10). Verwendet wurde eiglifizierte Methode nach Abdulhussein
und Mitarbeitern (2004). Dabei werden @8H Platten mit dem jeweiligen Kollagen
beschichtet, die Gbrige Oberflache detls mit BSA abgesattigt, das jeweilige Kollagen mit
dem zu untersuchenden Protein inkubiert und aredddtid wird das gebundene Protein mit

Hilfe von Antikorpern detektiert.
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Getestet wurde die Bindung der oben genannten iReotn die Kollagene I-V. Fir die
Kollagene wurde die Nomenklatur nach Bornstein uhdub (1979) verwendet. Die
Kollagene wurden in 10 % Essigsaure mit einer Katragion von 50 pg/ml gelést, jeweils
100 pl wurden in eimvell pipetiert und 2 Stunden bei RT inkubiert. Danachde die Lésung
entfernt und dievells einmal mit PBS gewaschen und mit 200 pl Blockmrhg eine Stunde
bei RT inkubiert. Die Kollagene wurden anschlie3emt 100 pl Medium rRS1, rTTR oder
DDR2_AS1-400 expremierender HEK-293 EBNA Zellem (stiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Das rTTR und das DDR2_AS1-400 wurden jeweils mites C-terminalen Rho-1D4-Tag
exprimiert. Dann wurden dieells dreimal mit PBS gewaschen und jeweils fur einen@
mit dem entsprechenden 1. AntikOrper bei RT inkubidreimal mit PBS gewaschen und
anschlieBend eine Stunde lang mit einem 2. Antddipkubiert. Nach dem dreimaligen
Waschen mit PBS wurde zu devells 100 ul TMB pipetiert und die Farbreaktion nach
15 min durch die Zugabe von 10 ul 37 % HCI gestoppé umgesetzte Menge an TMB
wurde anschlieBend bei 450 nm quantifiziert. Je8gperiment wurde in Triplikaten

durchgefuhrt.
Blockierlosung 2 mg/ml BSA in PBS gelost
PBS 137 mM NacCl; 2,6 mM KCI; 10 mM NP Oy;
1,8 mM KHPO,, pH 7,4
1. Antikorper oRS1 polyklonaler Antikdrper (1:5000) oder
oRho-1D4 monoklonaler Antikorper (1:5000) in PBS
2. Antikorper aKaninchen Antikdrper (gegen RS1) odeMaus Antikdrper

(gegen Rho-1D4) gekoppelt mit der Meerrettichpetage
(Calbiochem) geldst in PBS

3.3.12 Solubilisieren von Mausnetzhduten und HEK-ZDEBNA Zellen

Die Transmembranproteine und membranassoziierteteiRe wurden aus Netzhauten von
Mausen sowie HEK-293 EBNA Zellen mit einem detedleitigen Puffer solubilisiert. Das
Solubilisat wurde anschlieBend durch Zentrifugatn den unléslichen Bestandteilen
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getrennt und fur eine Immunpréazipitation (Kap.303.2ingesetzt. Der Detergenzpuffer wurde
nach Molday et al. (2007) zusammengesetzt. Die NKketabaute wurden in 30 pl
Detergenzpuffer pro Netzhaut und die HEK-293 EBN&leh wurden pro konfluenter 10 cm
Schale in 500 ul Dergenzpuffer solubilisiert. Dietdhaute bzw. Zellen wurden in einem
Eppendorf-Reaktionsgefal? mit einem Pistill homogieni und fir 1 bis 12 Stunden bei 4°C
invertiert. Anschlieend wurde das Solubilisat 2@ min, bei 100.000xg und 4°C
zentrifugiert (OPTIMA Ultracentrifuge TLX, Rotor: IA-100.3, Beckman Coulter). Der

Uberstand wurde dann fir die Immunopréazipitatiomgesetzt.

Detergenzpuffer 20 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM Nd4GhM MgCI2,
1 mM CaCl2, 10 mM CHAPS, 5 % (w/v) Glycerin

3.3.13 Reinigen des rARMS2-His mittels Affinitats-@romatographie

Das rARMS2-His wurde in E. coli BL21(DE3) Zellenpimiert. AnschlieRend wurden die
Zellen in einen Harnstoff-haltigen Puffer Uberfulder Harnstoff lysiert die Zellen. Die Lyse
der Zellen wurde vervollstandigt, indem das Lysait riilfe eines Hochdruck-
Homogenisators (French Press) durch eine Kanuleegspund danach sonifiziert wurde. Das
Lysat wurde durch Zentrifugation von unléslichersadteilen getrennt und mit Hilfe einer
Ni?*-Chelat-Sepharose Saule (HisTrap FF 5 ml, GE Heald) gereinigt. Die Reinigung des
rARMS2-His beruht auf der Affinitat des Histidins Nickel-lonen, die an eine feste Phase
gebunden sind. Das rARMS2-His bindet an die**Siepharosematrix, wahrend die
unspezifischen Proteine weggewaschen werden. Eluttarde des rARMS2-His durch
Mischen des Bindungspuffers mit dem Elutionspuffier, 500 mM Imidazol (Sigma-Aldrich)
enthielt. Das Imidazol bindet kompetetiv zum rARMB an die Ni*-lonen. Der Anteil des
Elutionspuffers wurde in drei Stufen erhoht. Ber @éesten Stufe enthielt der Puffer eine
geringe Imidazolkonzentration, um unspezifisch gelame Proteine zu eluieren. Darauf
folgend wurde die Imidazolkonzentration im Pufferh@ht, sodass das rARMS2-His
quantitativ eluiert werden konnte. In der letzteriuf& wurde mit der hdochsten
Imidazolkonzentration die Rfi-Sepharosematrix von Verunreinigungen gereinigte Di
Eluatfraktionen wurden dann mit Hilfe eines Coona&dau gefarbten 15 % SDS-PAGE
Gels und mittels Western Blot analysiert (Kap. 3).2.
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Die Expression des rARMS2-His wurde in BL21(DHES3)coli Zellen erreicht. DieE. coli
Zellen wurden mit dem pET21a-ARMS2 Konstrukt nackhmd Hitzeschockverfahren
transformiert (Kap 3.2.4) und auf LB-Agar-Plattenusplattiert. Eine einzelne
Bakterienkolonie wurde tber Nacht in 30 ml LB-Medikultiviert, um anschlie3end eine 2 |
Kultur anzuimpfen. Die Expression des rARMS2-Hisrei bei einer OBy von 0,6 mit
20 g Lactose induziert und die Kultur far 12 Stumdeei 30°C inkubiert. Anschliel3end
wurden dieE. coli Zellen durch eine Zentrifugation mit 4.000 x gy f280 min, bei RT
pelletiert. Das Zellpellet wurde in 50 ml Bindung§fer resuspendiert und 2 Stunden bei RT
invertiert. Die Zellsuspension wurde dreimal jewethit 69 Bar in der French Press (French
Pressure Cell Press, Thermo Spectronic) lysiertdarduf folgend dreimal jeweils mit 60 %
Intensitat sonifiziert (VibraCell VCX 400, Sonic€)er Uberstand des Lysats wurde nach der
Ultrazentrifugation (OPTIMA Ultracentrifuge TLX, Rar: TLA-100.3, Beckman Coulter) bei
100.000 x g, fur 20 min bei RT abgetrennt und jésv20 ml des Uberstandes wurden auf die
HisTrap FF 5 ml Saule (GE Healthcare) geladen. Affenitdtschromatographie wurde mit
Hilfe der AKTA Basic UPC 10 (GE Healthcare) bei @in Flussrate von 1 ml/min

durchgefuhrt. Die Elution wurde jeweils in einemlddmen von 1 ml fraktioniert.

Das Programm fir die Reinigung von 20 ml rARMS2-Hysat:

1) Laden der Saule mit 20 ml rARMS2-His Lysat 0 tatienspuffer, 5 mM Imidazol

2) Waschen der Saule mit 50 ml Bindungspuffer  Olei@énhspuffer, 5 mM Imidazol

3) Eluieren unspezifischer Proteine (50 ml) 5 wtidhspuffer, 25 mM Imidazol

4) Eluieren des rARMS2-His (50 ml) 55 % Elutionfipyy 300 mM Imidazol
5) Saule von Verunreinigungen reinigen (15 ml)  ¥W&lutionspuffer, 500 mM Imidazol

6) Reequilibrieren der Saule (15 ml) 0 % Elutjmnféer, 5 mM Imidazol

Das rARMS2-His zeigt bei 280 nm nur eine geringesdtption und ist deshalb im
Chromatogramm nur schwer zu detektieren. Das Iroidabsorbiert Licht mit einer
Wellenlange von 280 nm, somit steigt die Absorptiom steigendem Elutionspuffer Anteil.
Die rARMS2-His enthaltenden Fraktionen wurden vagti und die Proteinkonzentration
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nach Bradford (Kap. 3.3.2) bestimmt. Die durchstthcihe Protein Ausbeute bei vier

Reinigungsansatzen betrug 14 +/-2 mg/l Kultur.

LB-Medium 1 % Bactotrypton, 0,5 % HefeextrakgolNacCl,
eingestellt auf pH 7,8

Bindungspuffer 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM Na@8IM Harnstoff,
5 mM Imidazol

Elutionspuffer 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM Na®|M Harnstoff,
500 mM Imidazol

3.3.14 Proteinrickfaltung des rARMS2-His nach der Mthode von Vohra et al. (2007)

Die Methode von Vohra und Mitarbeitern (Vohra et 2007) umfasst die Ruckfaltung
rekombinanter Proteine nach einer Reinigung uneratlirierenden Bedingungen. Bei der
Expression von Proteinen in Bakterienzellen sammieh ein Grof3teil der rekombinanten
Proteine als Einschlusskorperchen. Diese Protenterscht korrekt gefaltet und daher nicht
gut l6slich. Die Proteinausbeute bei einer Reingglann gesteigert werden, indem die
Faltung der Proteine korrigiert wird. Dazu werder @roteine vollstandig mit Harnstoff
denaturiert und wieder renaturiert, indem schritb@edie Harnstoffkonzentration reduziert

wird.

Die E. coli Zellen mit rARMS2-His wurden in Denaturierungspmuffesuspendiert, fur 20 sek
sonifiziert und 2 h bei RT unter Schutteln inkubiénschlieBend wurde das Homogenisat 30
min bei 100.000 x g zentrifugiert. Der losliche Witand wurde auf eine HisTrap HP 5 ml
Saule (GE Healthcare, Miunchen) geladen und miteHiler AKTA Basic (Kap. 3.3.13)
gereinigt. Die Fraktionen mit dem rARMS2-His Protevurden vereinigt und gegen den
Testpuffer Uber Nacht dialysiert. Nach der Dialyagrde die Proteinkonzentration bestimmt
(Kap. 3.3.2), auf 1 mg/ml verdinnt und 100 mM DTdgesetzt. Anschlieend folgte eine
Dialysereihe (Tab.1), bei der jeder Dialysescimitidestens 6 h dauerte.
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Tab.1: Dialyse-Reihe zur Renaturierung des rARMS2-k.

Dialyseschritt

Reagenz 1 2 3 4 5 6

Tris-HCI 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 25 mM

pH85 | pH85 | pH80 | pH80 | pH80 | pH75

Harnstoff 4 M 3M 2M 1M -

L-Arginin 0,4 M 0,4M 0,4M 0,4 M 0,4M -

NaCl 0,4M 0,4 M 0,4 M 0,4M 0,4 M 50 mM
Glycerol

(VIVv) 10% 10% 10% 10% 10% -

OX.

Glutathione| 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM -

red.
Glutathione 5mM 5mM 5mM 5mM 5mM -

Denaturierungspuffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 8 N stoff,
100 mM NaHPO,

Testpuffer 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 4M Harnstoff

3.3.15 Dialyse des rARMS2-His

Der Austausch eines Puffers wurde mit Hilfe derly@ia durchgefiihrt. Alle Arbeitsschritte
wurden bei 4°C durchgefuhrt. Jeweils 1-20ml dé&RkMS2-His wurde in einen
Dialyseschlauch (Spectra PorDialysis Membrane, MWB5Q0, Spectrum Laboratories,
Rancho Dominguez, USA) geflllt und in 1| des atsaschenden Puffers dialysiert. Das
rARMS2-His wurde dreimal dialysiert, wobei jede D&e mindestens 6 Stunden dauerte.
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3.3.16 Proteinrtckfaltung des rARMS2-His nach der Mthode von Swope Willis et
al. (2005)

Melissa Swope Willis und Mitarbeiter (Willis et &005) untersuchten die Wirkung von
pH-Wert, Detergenzien, Reduktionsmittlen, Salzeluc@se und Arginin auf die Rickfaltung
denaturierter Proteine. Die getesteten Proteinedewrin einem Puffer mit 6 M
Guanidinhydrochlorid denaturiert. In 9l Platten wurden die Puffer mit unterschiedlicher
Zusammensetzung vorgelegt und das denaturierteeiRrdtinzugegeben. Aufgrund der
schnellen Anderung der Pufferbedingungen sollth sias Protein wieder zurlickfalten. Sie
konnten zeigen, dass bestimmte Reagenzien wie  dasMC B (Bis-
mercaptoacetamidcyclohexan) oder auch Reduktiotemitvie das TCEP (Tris(2-
carboxyethyl)-phosphin) erheblichen Einfluss a@f Riickfaltung eines Proteins haben.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Ruckfalten dd3MS2-His bei pH-Werten von 5,5 bis
9,5 in Gegenwart der Detergenzien DDM und Tweers@®@ie der Reduktionsmittel DTT,
TCEP und Glutathion untersucht. Im ersten Arbeltsdonvurde das rARMS2-His Uiber Nacht
dreimal in einem Elutionspuffer dialysiert, der 8/5Harnstoff und kein Imidazol enthielt.
Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefihrs ®urden jeweils 175 ul Puffer in einem
96-well vorgelegt und 25 pl rARMS2-His mit einer Konzetiba von 1 mg/ml hinzu
pepitiert. Die Losung wurde Uber Nacht geschittett anschlie3end auf ein Proteinprazipitat

untersucht.

Elutionspuffer 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM Na®l5 M Harnstoff,
Pepitierschemata fir ein 9|

25 ul Puffer: final 50 mM MES pH 5,5/ 6,5, Tris-HaH 7,6 / 7,8 / 8,2, Borat pH 9,5
25 ul  Salze: final 120 mM NaCl und 10 mM KClI

25 ul Detergenz: final 0,3 mM DDM, 0,5 mM Tween-@@tional)

25 pl  Reduktionsmittel: final 5 mM DTT, 5 mM TCEPmMM GS:GSSG (optional)

Ad 175 ul HO
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25 pl rARMS2-His

BMC Bis-mercaptoacetamid cyclohexan
TCEP Tris (2-carboxyethylphosphin)
GS:GSSG reduziertes Glutathion : oxidiertes Ghuibet

3.3.17 Isolation von Einschlusskérperchen zur Immuisierung von Kaninchen

Einschlusskorperchen (enghclusion bodies) sind Partikel in einer Zelle aus nicht oder falsc
gefalteten Proteinen. Sie bilden sich haufig bei O&erexpression von Proteinen. Die
hydrophoben Bereiche dieser Proteine lagern sicRratein-Komplexen zusammen, was die
Loslichkeit der Proteine herabsetzt. Aus diesemn@mwerden die Einschlusskérperchen in
Puffern mit Detergenzien oder chaotropen Substamdenz.B. 6 M Guanidinhydrochlorid
oder 8 M Harnstoff resuspendiert. Die Immunisierung Einschlusskorperchen, anstelle
I6slicher Proteine, hat den Vorteil einer starkeliramunantwort (pers. Mitteilung von Herrn
Reinhardt, ImmunoGlobe Antikdrpertechnik GmbH), wozh mehr Antikérper gebildet
werden. Da die Proteine jedoch nicht nativ vorliegst es unwahrscheinlich Antikérper mit

Epitopen gegen bestimmte Struktur-Motive zu erimalte

Das verwendete Protokoll zum Isolieren der Einss$idrperchen von Nagai und Thogersen
(Nagai & Thogersen 1987) wurde von der Firma Imn@iobe Antikdrpertechnik GmbH
modifiziert. Es wurden BL21(DES3) Zellen mit rARMS2is transfiziert, auf LB-Agaplatten
ausplattiert und mit einer Kolonie eine 15 ml Kullangeimpft. Am darauf folgenden Tag
wurde mit der 15 ml Kultur 1,51 LB-Medium angeimpbDie Expression des rARMS2-His
Proteins wurde bei einer Qg von 0,6 durch die Zugabe von 10 g/l Lactose ingltizDie
Kultur wurde Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Nacimd2entrifugieren bei 3.000 x g fur 5 min
wurde das Zellpellet in 80 ml eiskaltem Lysispuffesuspendiert. Anschlielend wurden
20 ml Lysispuffer mit 200 mg Lysozym hinzu gegehlurd fir 30 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen und ihre DNA wurden durch 10-mindtiges Smefen bei 50 % Intensitat (VibraCell
VCX 400, Sonics) aufgebrochen. Nach der Zugabe 2@hml Detergenspuffer wurde das
Lysat 10 min bei 5.000 x g zentrifugiert. Der lgichrangefarbene Uberstand wurde
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dekantiert, das Pellet in 250 ml Waschpuffer resodpert und wieder 10 min bei 5.000 x g
zentrifugiert. Der Schritt des Resuspendierenssih il Waschpuffer und des Zentrifugierens
wurde noch dreimal wiederholt, bis das Pellet feat. Das Pellet wurde in 70 % Ethanol
resuspendiert, 10 min bei 5.000 x g zentrifugied tin 15 ml PBS wieder aufgenommen. Die
Suspension wurde durch zehnmaliges Aufziehen undla&sen mit einer 23G Kanile
homogenisiert. Es wurde die ProteinkonzentratiochnBradford bestimmt und 500 pl mit
einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml fir die Immsierung zu ImmunoGlobe

Antikdrpertechnik GmbH geschickt.

Lysispuffer 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,25 % (w/@jucose,
1mM EDTA
Detergenzpuffer 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 2 mM EDT200 mM Nacl,

1 % (w/v) Desoxyolsaure, 1 % Nonidet P-40
Waschpuffer 0,5 % Triton X-100, 1 mM EDTA

PBS 137 mM NacCl; 2,6 mM KCI; 10 mM pHPOy;
1,8 mM KRHPGQ,, pH 7,4

3.3.18 Herstellung und Reinigung deaARMS2 Antikorpers

Das Immunisieren eines Kaninchens mit den Einsekturperchen des rARMS2-His
(Antigen) (Kap. 3.3.17) und die anschlieRende Reing destARMS2 Antikdrpers wurden

von der Firma ImmunoGlobe Antikdrpertechnik GmbHindrelstadt) durchgefihrt. Das
rARMS2-His wurde arkeyhole limpet hemocyanin (KLH) gekoppelt und anschlie3end dem
Kaninchen injiziert. Das KLH ist ein Protein der &esschneck®egathura crenulata und

dient als Adjuvanst. Es induziert eine Entzinduegktion im Kaninchen und erhéht die
Antikdrperproduktion. Das Kaninchen wurde nach desten Immunisierung zwei weitere
Male immunisiert, jeweils im Abstand von 14 Tag&me Testblutung wurde 14 Tage nach
der letzten Immunisierung durchgefuhrt und fir Beinigung destARMS2 Antikorpers

eingesetzt. Die Reinigung des Antikdrpers aus ddoisrum erfolgte in drei Schritten.
Zuerst wurde das Serum mit Hilfe einer hexa-Histid?eptid-gekoppelten Saule von

oHistidin  AntikOrpern gereinigt. Im zweiten Schrittvurde das Serum gegen das
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rekombinante rTIMP2-His Protein voR. coli Protein spezifischen Antikorpern und den
restlichen aHistidin Antikdrpern gereinigt. Der dritte Reiniggeschritt umfasste die
Reinigung gegen das rARMS2-His Protein. Bei demik@ren wurde nach der Testblutung,
jeweils im Abstand von 14 Tagen, eine Blutung, émmunisierung und wieder eine Blutung
durchgefuhrt. Die Blutungen wurden vereinigt und Reinigung wie oben beschrieben
eingesetzt. Der aus der Testblutung gereingd&MS2 Antikorper wurde fur alle weiteren

Arbeiten eingesetzt.

Das Fusionsprotein rTIMP2-His wurde wie in Kapi®B.7 beschrieben exprimiert und
gereinigt. Die Fraktionen mit gereinigtem rTIMP2sHivurden vereinigt und in NHS-Puffer
Uber Nacht dialysiert. AnschlieBend wurde das Rhroteach Herstellerangaben an eine
HiTrap™ NHS-activated HP (GE Healthcare) 1 ml S&aealent gebunden und die Saule zu
ImmunoGlobe Antikorpertechnik GmbH geschickt.

NHS-Puffer 200 mM N#CO;s pH 8,3, 500 mM NacCl

3.3.19 Epitopkartierung desatARMS2 Antikorpers

Der aARMS2 Antikdrper wurde nach dem Protokoll der FirdRRT Peptide Technologies
GmbH fur PepSPOTs kartiert. Bei dieser Methode werden, basierend aldr
Aminosauresequenz des Antigens, Peptide synthettheedem Antigen entsprechen und an
eine Cellulose-Polyethylenglykolmembran kovalenbigelen sind (Abb.12). Die Peptide
haben eine Lange von etwa 15 Aminosauren. Das dtsfdid entspricht den ersten
15 Aminosauren des Antigens, wahrend die Sequerz zeeiten Peptids um vier
Aminosauren zum C-Terminus des Antigens verschabenAuf diese Weise decken die
Peptide die vollstandige Sequenz des Antigens ablberlappen sich zu beiden Seiten mit
jeweils 11 Aminosauren mit den benachbarten Peptilée Membran wird mit dem zu
kartierenden Antikorper inkubiert und mit Hilfe em spezifischen zweiten Antikorpers
detektiert. Durch die Bindung des Antikdrpers ae Beptide, die dessen Epitop enthalten,
kann die Anzahl der Epitope bestimmt und die Seguees Epitops zufriedenstellend
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eingegrenzt werden. Der zu Kkartierende Antikorpetltes moglichst rein sein, um

unspezifische Signale zu vermeiden.

N ecectetetteetedatdtotodEaH REEEOETH PESESO® C Antigen

‘‘‘‘‘‘‘‘

Peptide

Peptide

Cellulose Membran

Abb.12: Darstellung des Protein Antigens in lineare Form und die Anordnung der sich Uberlappenden

Peptide, die kovalent mit der Cellulosemembran gelgpelt werden.

Folgende Inkubationsschritte wurden mit der Pegaleppelten Cellulosemembran
durchgefuhrt:

- 5 min in Methanol

-3 x10m minin TBS

-2 hin 5 %iger Magermilch Losung

- Spulen mit TBS

-3 hin 1. AntikdrpetARMS2 Antikorper (1 pg/ml)

-1x10 minin TBS
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-2 hin 2. Antikdrper (Verdiinnung 1:10.000)
-3 x5 minin TBS

Die gebundenemARMS2 Antikérper wurden mit Hilfe der Chemolumineszlésung
(Kap. 3.3.5) detektiert.

1. Antikorper 0ARMS2 polyklonaler Antikorper geldst in TBS

2. Antikorper aKaninchen Antikorper gekoppelt mit der

Meerrettichperoxidase (Calbiochem) geldst in TBS

TBS 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 137 mM NacCl, 2,7 mMCK

3.3.20 Immunpréazipitation mit Protein-G-Sepharose

Unter dem Begriff Immunprazipitation versteht maneeAntikdrper-vermittelte Ausfallung
von loslichen Substanzen. Heutzutage verwendet daam Antikorper, die an eine feste
Phase gekoppelt sind, wie z.B. Protein-A-Sephaodge Protein-G-Sepharose. Protein-A und
Protein-G sind bakterielle Proteine a@iaphylococcus aureus bzw. Streptococcus, die an den
konservierten Teil eines Antikérpers binden. Diédba Proteine unterscheiden sich in ihren
Affinitaten zu den Antikdrpern verschiedener SpeziBei einer Immunprazipitation wird
zuerst der Antikorper an die Protein-A bzw. Prot@isepharose gekoppelt und dann mit der
zu untersuchenden Losung inkubiert. Die Antikorparden spezifisch ihre Epitope und
werden aufgrund der Bindung an die unldslichen Seyde durch Zentrifugation pelletiert.
AnschlieBend wird der I6sliche Uberstand abgetrenndtdie pelletierten Antikorper mit Hilfe
von SDS-PAGE und Western blotting analysiert.

In dieser Arbeit wurde jeweils 10 ul Protein-G-Saygse (Sigma-Aldrich) fir eine

Immunprézipitation eingesetzt. Die Protein-G-Sepbkarwurde durch die Zentrifugation mit
2000 x g fur 2 min bei 4°C pelletiert. Als erstegh8tt wurde die Protein-G-Sepharose
dreimal mit PBS gewaschen, dazu wurde sie jewaletert, der Uberstand abgenommen
und in einer frischen PBS L6sung resuspendiert.nDanrde die Protein-G-Sepharose pro
10 pl mit 2-20 pg Antikorper bis zur ihrer Verwemdubei 4°C inkubiert. Vor dem Gebrauch,
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der mit Antikbrpern gekoppelten Protein-G-Sepharagerde der Uberstand abgenommen.
AnschlieRend wurde die Protein-G-Sepharose in R&sispendiert und entsprechend der
Anzahl an Immunprazipitationen auf Reaktionsgef&Bdeilt. Nach einer Zentrifugation
wurde der Uberstand entfernt und die mit Antikorpeeladene Protein-G-Sepharose in 300-
1000 pl der zu untersuchenden Loésung resuspendiadh einer Inkubation von 1 bis 12
Stunden bei 4°C wurde die Protein-G-Sepharosetjggtleder Uberstand entfernt und drei bis
sechsmal mit dem entsprechenden Puffer gewaschen. Pbbtein-G-Sepharose wurde

anschlieRend mit SDS-Probenpuffer versetzt und Weerstand fir einen Western Blot

eingesetzt.

PBS 137 mM NacCl; 2,6 mM KCI; 10 mM p&POy;
1,8 mM KHPGO,, pH 7,4

SDS-Probenpuffer Endkonzentration: 1,6 % (W/vVSSD % (v/v)

3-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCI pH 6,8; 153Mycerin;
0,003 % (w/v) Bromphenolblau

3.3.21 Nachweis des ARMS2 Proteins in humanem Geweb

Die Expression des ARMS2 Proteins in humanem Gewlebéliere, Plazenta, Netzhaut und
des Herzens wurde mit Hilfe der Immunprazipitatiffap. 3.3.20) und anschlieRender
Western Blot Analyse (Kap. 3.3.3) untersucht. Dasvgiligen Gewebe wurden auf Eis
aufgetaut und in einem glukosehaltigen Puffer hoengiert, um anschlieRend den Uberstand
mit den Iéslichen Proteinen und Mitochondrien ateruten. Der Uberstand wurde dann fir
die Immunprazipitation eingesetzt. Die Menge andinen wurde auf die Menge der ERK1/2

Proteine mit Hilfe eines Western Blots normalisiert

Das humane Gewebe wurde bei -80°C gelagert. Alée beschriebenen Arbeitsschritte
wurden bei +4°C durchgefihrt. Jeweils 150-200 ngNlere, Plazenta, Lunge, Netzhaut und
des Herzens wurde mit Hilfe eines Glas-Teflon Hoemagjeres in 1 ml Puffer 1 (Fernandez-
Vizarra et al. 2002) homogenisiert, anschlielenddeudas Homogenisat fir 5 min bei
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500 x g zentrifugiert und der Uberstand abgetremdr Uberstand wurde dann fiir die
Immunprazipitation mit demaARMS2 Antikorper eingesetzt. Die Protein-G-Sepharos
(Kap. 3.3.20) wurde mit 20 pg deARMS2 Antikorpers inkubiert, anschlie3end wurde die
Protein-G-Sepharose iiber Nacht mit 1 ml des Ubmist inkubiert. Die unspezifisch
gebundenen Proteine wurden durch sechsmaliges \fasdér Protein-G-Sepharose mit
jeweils 600 pl PBS entfernt. Die Protein-G-Sephamsarde dann in 65 pl SDS-Probenpuffer
aufgekocht und jeweils 30 pl fir einen Western Bmigesetzt. Zur Detektion des ARMS2
Proteins wurde das SuperSighalest Femto verwendet und der Réntgenfilm wurde ca.

20 min exponiert.

Puffer 1 10 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.32 M GlucosenM EDTA,
2 pg/ml Aprotinin, 100 pg/ml PMSF, 2 pg/ml Leybin

SDS-Probenpuffer Endkonzentration: 1,6 % (w/vSSD % (v/v)
3-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCI pH 6,8; 153Mycerin;
0,003 % (w/v) Bromphenolblau

PBS 137 mM NacCl; 2,6 mM KCI; 10 mM paPOy;
1,8 mM KHPQ,, pH 7,4
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4. Ergebnisse

Die erblichen Dystrophien der Netzhaut umfasst éieerogene Gruppe von Erkrankungen,
die aufgrund von Mutationen in einem Gen zu Stéemnon der Netzhautentwicklung oder
dessen Funktion fihren. Einen kleinen Ausschnith rscheinungsbild und Verstandnis der
erblichen Netzhautdystrophien wird anhand in diesdreit behandelten Erkrankungen der
X-gebundene juvenilen Retinoschisis (XRS) und dersabhéngigen Makuladegeneration
(AMD) gezeigt. Beide Erkrankungen fihren aufgrunidee Degeneration der Netzhaut zu
einen reduziertem Visus, was zu Blindheit fuhrenrkaSie unterscheiden sich aber z.B. in
ihrer zeitlichen Manifestation und der Anzahl amarkheitsauslosenden Faktoren. Wahrend
XRS offensichtlich eine monogenetische Erkrankwstgdie bei Mannern in jungen Jahren
auftritt, entwickelt sich die AMD erst im Alter b&rauen und Méannern, desweiteren scheint

die AMD von mehreren Faktoren abhangig zu sein.

In dieser Arbeit werden zwei Proteine untersucle, eine entscheidende Rolle bei dem
pathogenen Mechanismus der XRS und der AMD spieen spielen konnten. Zum einen
werden fur das mit der XRS assoziierte Retinosch{fS1) potentielle Bindungspartner
Uberpruft, um daraus auf eine Funktion des RSliedddh zu kénnen. Zum anderen wird die
Expression des AMRS2 Proteins und dessen Variamt@ersucht, um daraus einen

funktionellen Zusammenhang zur AMD ableiten zu k&mn

4.1 Die Charakterisierung der Struktur-Funktions-Beziehung des Retinoschisins und die

Identifikation seiner Bindungspartner

Das Retinoschisin (RS1) ist ein Netzhaut spezi@isclProtein, das als homo-oktameres
Protein an der Plasmamembran der Bipolar- und Péxgptorzellen lokalisiert ist (Molday et
al. 2001). Dariber hinaus ist nur wenig Uber diekEon des Retinoschisins bekannt.
Nachfolgend wird beschrieben, wie die Bindung d&4 Rn die Netzhaut der RS1-KO-Maus
charakterisiert und die Interaktion zu potentielB2ndungspartnern mit Hilfe von ELISA und

Immuprézipitationen Gberpruft wurde.
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4.1.1 Bindung des rRS1 an unterschiedliche GeweberdRS1-KO-Maus

Das RS1 wird spezifisch in der Netzhaut und deri@Bahhangsdriise exprimiert. Eine
gewebespezifische Bindung des RS1 an einen Binganmer in der Netzhaut oder im
Gehirn ist bisher nicht bekannt. Mit Hilfe eines $t&¥n Blots wurde uUberpriuft, ob
rekombinantes RSERS1) an Membranen unterschiedlicher Gewebe det-KKSMaus
bindet. Dazu wurde die Bindung des rRS1 an das Gewer Netzhaut, des Gehirns, der
Niere, der Leber, des Herzens und der Lunge wiKapitel 3.3.7 beschrieben untersucht
(Abb. 13). Stellvertretend fur die Gbrigen Gewebgtzdas Netzhautgewebe die Konstanz der
eingesetzten Proteinmenge anhand d&2-Untereinheit des Transmembranproteins

Na/K-ATPase (ATP1B2) und die quantitative Abtrenguter l6slichen Proteine anhand des
ERK1/2.

+PBS +rRS1 +PBS
J B i 1
M1 S1 M2 S2 M3 S3 M4

Netzhaut - - —
Gehirn — —
Niere | = —7;7
aRS1p
Leber — —
Herz —
Lunge ( — —
Netzhaut | == s = | oaTPIB2
Netzhaut | s —— . | «ERK1/2

Abb.13: Bindung des rRS1 an Gewebe der RS1-KO-Maufas Gewebe wurde homogenisiert und in drei
Zentrifugationsschritten (Pfeile) zunachst in PB&nn in Zellkulturmedium mit rRS1 und zuletzt wiede PBS
resuspendiert. Die Fraktionen mit unloslichen Zadliandteilen wurden jeweils abgetrennt und als Mil-M
gekennzeichnet. Die durch Zentrifugation abgetremdslichen Fraktionen wurden als S1-S3 gekenhneic
Das rRS1 wurde mit Hilfe deaRS1p Antikdrpers im Western Blot nachgewiesen. \&dtetend fir die
anderen Gewebe ist anhand der Netzhaut die Kondmgingesetzten Proteinmenge durchBdid¢)ntereinheit

der Na/K-ATPase (ATP1B2) und die quantitative Abtreng der léslichen Proteine durch die MAP-Kinase
ERK1/2 dargestellt.
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Das Gewebe der RS1-KO-Maus enthalt kein endogenetnd2chisin, da die erste

Membranfraktion (M1) keine RS1 Bande zeigt. Ersthaer Zugabe des rRS1 wird es
detektiert (M2). Das rRS1 wird nach dem zweitentdrgationsschritt in den unldslichen

Fraktionen (M3, M4) des Netzhautgewebes nachgewidBei den anderen Geweben wird
das rRS1 jeweils in der l6slichen Fraktion (S2)edgert. Das weist auf eine spezifische
Bindung des rRS1 an das Gewebe der Netzhaut hmit Sollten die Bindungspartner des
Retinoschisins auch spezifisch fur die Netzhauh.sBie I6slichen Proteine der Gewebe
werden durch den ersten Zentrifugationsschritt tjteiv abgetrennt. Infolgedessen sind die
Bindungspartner des Retinoschisins fest in oderdeitMembran verankert. Die spezifische
Bindung des rRS1 an die Netzhaut der RS1-KO-Mamglicht es, diese Bindung néher zu
charakterisieren.

4.1.2 Bindung von rRS1 und RS1-Cystein-Mutanten aRS1-KO-Netzhaute

Das Retinoschisin ist ein homo-oktameres Proteia.Nlonomere sind Uber Disulfidbricken
der Cysteine an den Positionen 40, 59 und 223 (C80, C223) miteinander verknipft (Wu
et al. 2005). Es ist bekannt, dass der AustausclCgsteine C59 und C223 zu einem Serin
(S) zum RS1 Dimer (rRS1_C59S/C223S) fuhrt. Ein eveit Austausch des Cysteins C40 zu
einem Serin fuhrt zum RS1 Monomer (rRS1_C40S/C5233S). Der Einfluss der
oligomeren Struktur des RS1 auf die Bindung zurzNatt ist unbekannt und wird mit Hilfe
der RS1-KO-Maus untersucht. Zuerst wird die oligegnEBorm des rRS1 sowie der rRS1
Cystein-Mutanten mit einem Western Blot tGberpriiftlem die Proteine unter reduzierenden
und nicht-reduzierenden Bedingungen analysiert ref@\bb.14 A). Um im Western Blot
eine definierte Auftrennung zu erhalten wurden dHeoteine zusatzlich mit 10 mM
N-Ethylmaleimide (NEM) vorbehandelt. Das NEM bindat die freien Cysteine und
verhinderte so die Bildung von Disulfidbrticken.

Die Proteine rRS1, rRS1_C59S/C223S und rRS1_C4®@SIC223S migrieren im Western
Blot unter reduzierenden Bedingungen bei einem kMdérgewicht von ca. 26 kDa anstelle
der erwarteten 24 kDa. Unter nicht-reduzierendedirggingen migriert das rRS1_C40S bei
ca. 45 kDa anstelle der erwarteten 48 kDa. Diesaeildhungen im Migrationsverhalten
lassen sich auf die Modifikation mit dem NEM zurfigken. Das rRS1 und die rRS1-
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Cystein-Mutanten zeigen im Western Blot, dass aunfgrihrer Oligomeren Form zu

erwartende Migrationsverhalten. Die jeweils oligsen&orm des rRS1, rRS1_C59S/C223S
und rRS1_C40S/C59S/C223S ist intakt und wird zutetduchung ihrer Bindung an die

Netzhaut wie in Kapitel 3.2.7 beschrieben durchigef(Abb.14 B).

A C595/C223S B
| |
& & +PBS +rRS1* +PBS
¢ J ' ik 11
> oo’ o oo’
kba & &L g£g&g M1 S1 M2 S2 M3 S3 M4
55_ | — | —
rRS1_C59S5/C223S -
44 - -
33-
o~ -—— - rRS1_C40S/C59S/C223S —_— _— —

Reduziert  Nicht-Reduziert

Abb.14: Uberprifung der Bindung des oktameren rRS1,des dimeren rRS1_C59S/C223S und des
monomeren rRS1_C40S/C59S/C223S an die Netzhaut dBIS1-KO-Maus. A) Nachweis des rRS1, des
rRS1_C59S/C223S und des rRS1_C40S/C59S/C223S urgduzierenden und nicht-reduzierenden
Bedingungen mit Hilfe der Western Blot AnalysB) Die Netzhaut wurde homogenisiert und in drei
Zentrifugationsschritten (Pfeile) erst in PBS, dannZellkulturmedium mit rRS1 oder den RS1 Cystein-
Mutanten (rRS1*) und zuletzt wieder in PBS resusiem. Die Fraktionen mit unléslichen Zellbestarigte

wurden als M1-M4 gekennzeichnet. Die durch die @Rmation abgetrennten loslichen Fraktionen wurdén

S1-S3 gekennzeichnet. Das RS1 wurde mit Hilfe désRS1p Antikdrpers nachgewiesen.

Das rRS1 und die rRS1 Cystein-Mutanten werden wni@chHnkubation mit homogenisierten
RS1-KO-Netzh&auten jeweils in den unldslichen Fateén nachgewiesen. Die rRS1 Cystein-
Mutanten binden ebenso wie das rRS1 an die RS1-KQ@kdut (M3, M4). Demnach scheint
die oktamere Struktur des RS1 nicht erforderliahdigé Bindung an die Netzhaut zu sein und

jedes RS1 Monomer enthélt offensichtlich die fimeeBindung notwendige Domane.
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4.1.3 Blockieren der Bindung des rRS1 an RS1-KO-Ngbaut mit Peptiden

Das RS1 Monomer enthéalt eine Discoidin Domane, d&teuktur drei Schlaufen ausbildet.
Diese Schlaufen werden afikes 1, 2 und 3 bezeichnet und ragen aus der globuléren
Struktur der Discoidin Domane heraus (Abb.15 A).istsbekannt, dass andere Discoidin
Doméanen enthaltende Proteine mit dpankes an ihre Bindungspartner binden (Andersen et
al. 2000; Leitinger et al. 2004). Die Bindung d&SA an die RS1-KO-Maus Netzhaut wird
durch die Zugabe synthetischer Peptide untersudbit.(5 B). Die Peptide entsprechen der
Aminosauresequenz des jeweiligepikes (Abb.15 B Peptid 1-3) und sollten daher
kompetitiv mit rRS1 an die Netzhaut der RS1-KO-Mduisden. Die Aminosauresequenz
spezifische Bindung der Peptide wird mit Hilfe deptids Random (Sequenz: DEMCRIWD)
Uberprift. Es enthalt die gleichen Aminoséuren #@as Peptid 3, jedoch in einer zufalligen

Reihenfolge. Durchgefiihrt wird das Experiment wsareKapitel 3.3.7 beschrieben ist.

B + Peptide
+ PBS + rRS1

M1S1M2 S2 M3

Peptide 1,23 |1 em—m—

Peptid 1 -— —
Peptid 2 ;T—- -
Peptid 3 et
Peptid Random -— —_—

Abb.15: Darstellung der Discoidin Doméne und Bloclérung der Bindung des rRS1 zu RS1-KO-Netzhaut
mit Peptiden. A) Struktur-Model der Discoidin Doméne des RS1. Bigkes wurden von 1 bis 3 nummeriert
und mit Aminosauresequenz dargestellt. Die Abbitdwurde nach Molday et al. (2005) modifiziel) Die
Netzhaut wurde homogenisiert und in zwei Zentrifiggesschritten (Pfeile) erst in PBS und danach in
Zellkulturmedium mit rRS1 und den Peptiden 1-3 o@eveils den einzelnen Peptiden 1-3 bzw. der zgkti
Peptidsequenz resuspendiert. Die Fraktionen mitosliohen Zellbestandteilen wurden als M1-M3
gekennzeichnet. Die durch die Zentrifugation almgeiten l6slichen Fraktionen wurden als S1 und S2

gekennzeichnet. Das RS1 wurde mit Hilfe d&S1p Antikérpers nachgewiesen.
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Nach der Zugabe des rRS1 wird es in Gegenwart dptide 1, 2 und 3 in der l6slichen

Fraktion (S2) detektiert. Alle drei Peptide zusamrb&ckieren die Bindung des rRS1 an die
Netzhaut. In Gegenwart des Peptid 1 oder des Repahdom wird das rRS1 nur in den
unléslichen Fraktionen (M2, M3) nachgewiesen. Diesiglen Peptide haben keinen Einfluss
auf die Bindung des rRS1 zur Netzhaut. In Gegendest Peptids 2 wird der Grol3teil des
rRS1 in der |6slichen und nur eine geringe Mengdenunléslichen Fraktion nachgewiesen.
Das Peptid 2 verhindert also nicht vollstandig Biedung des rRS1 an die Netzhaut. In
Anwesenheit des Peptids 3 wird das rRS1 nach dgal®i zur Netzhaut in der I6slichen
Fraktion (S2) detektiert. Das Peptid 3 verhindeg Bindung des rRS1 an die Netzhaut
vollstandig. Offensichtlich bindet das RS1 mit HiflerSpikes 2 und 3 an die RS1-KO-Maus

Netzhaut. An welchen Bindungspartner 8ogkes des RS1 binden ist bisher unklar.

4.1.4 Uberprufung der Phospholipide als Bindungspaner des Retinoschisins

Die Bindung des RS1 an die negativ geladenen Pltpale, insbesondere an das
Phosphatidylserin, ist umstritten (Vijayasarathyaket2007). Zur Klarung, ob RS1 spezifisch
an Phospholipide bindet wird, die Affinitat des R84 Phospholipiden mit Hilfe des ELISA
(Abb.16) und artifizieller Liposomen (Abb.17) Ubdifi.

Die Bindung des RS1 an eine Membran aus Phosptelipkénnte abhéngig von deren
Zusammensetzung sein, deshalb wird die Affinitds d®S1 zu den Phospholipiden
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolami&)(FPhosphatidylserin (PS) und einem
Gemisch aus diesen Lipiden (Lipid Mix) mittels ER$intersucht (Kap. 3.3.8). Die Bindung
des rRS1, Transthyretin (rTTR) und rHMFG8 an unilaare Phospholipide wird wie in
Kapitel 3.3.10 durchgefuhrt. Das TTR bindet nicht #&hospholipide und wird als
Negativkontrolle eingesetzt. Das HMFG8 bindet sz an PS und wurde

dementsprechend als Positivkontrolle eingesetzt.
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- rRS1 rTTR rHMFGS8
== Lipid Mix
8 0'4ﬁ PE
e PS
— 0.3
=
o 0.2
O 5
8
0.0

Abb.16: Uberprifung der Bindung des rRS1, rTTR undrHMFGS8 an Phospholipide mittels ELISA. Eine
96-well Platte wurde mit den jeweiligen Phospholipidench&htet und mit den rekombinanten Proteinen
inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden mit Héfaer Farbreaktion bei einer Q9 nachgewiesen. Das
rTTR wurde als Negativkontrolle und das rHMFGS8 waiads Positivkontrolle fur die Bindung an PS eirgets
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamik)(FPhosphatidylserin (PS) rekombinantes Retingsthi
(rRS1), rekombinantes Transthyretin (rTTR), rekomabies Milchfett globularer-EGF Faktor 8 Protein
(rHMFG8)

Die Absorption des rRS1 und des rTTR betragt in €degrt der Phospholipide zwischen
0,15 und 0,2. Beim rHMFGS8 wird in Gegenwart desid.ipMixes, des PC und des PE
ebenfalls eine Absorption von 0,15 bis 0,2 gemesberAnwesenheit des PS betragt die
Absorption des rHMFG8 0,42. Das rRS1 verhalt sioh das rTTR und bindet an keines der
Phospholipide, wahrend das rHMFGS8 spezifisch arRdabindet.

Der Lipid Mix enthalt Phosphatidylserin, dem enésgrend sollte das rHMFG8 auch daran
binden (Andersen et al. 2000). Die Absorption ddélglFG8 in Gegenwart des Lipid Mixes ist
aber vergleichbar mit der Absorption der Lipide,ch@ rHMFGS8 nicht bindet. Es gibt zwei
maogliche Erklarungen, weshalb das rHMFGS8 nicht as IS im Lipid Mix bindet: 1) Die PS-
Konzentration ist zu niedrig, damit das rHMFGS inez detektierbaren Menge bindet. 2) Die
Oberflache der Lipidmembran ist nicht gekrimmt. iEisbekannt, dass die Affinitdt des
HMFGS8 zu Membranen mit PS abhangig von der Krummbrgy Oberflache ist (Gilbert &
Arena 1995). Dies konnte auch auf das RS1 zutreffied wird mit Hilfe artifizieller

Liposomen untersucht.
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Die Liposomen werden zum einen aus reinem PC heetfjeslie als negative Kontrolle
eingesetzt wird. Zum anderen werden die Liposomeh lapid Mix hergestellt und mit
jeweils 20 % (w/w) PE oder PS versetzt, da die &gmoen aus reinem PE oder PS nicht stabil
sind. Durch die Zugabe des PE und PS zu dem Lipgid Wird der Anteil des jeweiligen
Lipids auf ca. 55 % bzw. 25 % erhoht. Die Bindureg dRS1 an die Liposomen wird nach
dem gleichen Prinzip untersucht wie die Bindung das Gewebe der RS-KO-Maus
(Kap. 3.3.7).

+PBS +rRS1 +PBS +rTTR +PBS + rHMFG8
M1 S1 M2 S2 M3 M1 S1 M2 S2 M3 M1 S1 M2 S2 M3

S
PS+Lipid Mix | — - ‘ - -
PE+Lipid Mix S —— ‘ —— p— —
Lipid Mix P 1‘ e -

Abb.17: Bindung des rRS1, rTTR und rHMFG8 an Liposanen. Die Liposomen werden in zwei
Zentrifugationsschritten (Pfeile) erst in PBS urahach in Zellkulturmedium mit rRS1, rTTR oder rHM&G
resuspendiert. Die Fraktionen mit den Liposomed sils M1-M3 gekennzeichnet. Die durch die Zentfiion
abgetrennten l6slichen Fraktionen sind als S1 uhdiekennzeichnet. Die Liposomen bestehen aus reifem
oder Lipid Mix, dem 20 % (w/w) PE (PE + Lipid Mixder PS (PS + Lipid Mix) zugesetzt ist. Das RS1dwir
mit Hilfe desaRS1p Antikdrpers und das rTTR und rHMFG8 mit daRho-1D4 Antikérper nachgewiesen.
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamik)(FPhosphatidylserin (PS) rekombinantes Retingsthi
(rRS1), rekombinantes Transthyretin (rTTR), rekomabies Milchfett globularer-EGF Faktor 8 Protein
(rtHMFG8).

Das rRS1 und das rTTR wird jeweils nach der Zugabelen Liposomen in den l6slichen
Uberstanden (S2) detektiert. Im Gegensatz dazu aeiscrHMFGS jeweils in den unléslichen
Fraktionen (M3) der Liposomen nachgewiesen, die dthalten. In Gegenwart der
Liposomen aus reinem PC wird das rHMFGS8, wie daSlrRind rTTR, in der léslichen
Fraktion (S2) detektiert. Das rHMFG8 bindet an ailgosomen die PS enthalten, auch an die
Liposomen aus reinen Lipid Mix an die es im ELIS&8ht bindet. Wahrend das rRS1 und das
ITTR an keines der Liposomen bindet. Somit hat wetle gekrimmte Oberflache der

Liposomen, noch die Erhéhung der PS-Konzentratioere Einfluss auf die Bindung des
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rRS1 zum PS. Aus diesem Grund ist eine spezifi®imeung des RS1 zu PS wenig
wahrscheinlich.

4.1.5 Uberprifung der Kollagene | bis V als Bindungpartner des Retinoschisins

Die Kollagene sind bekannte Bindungspartner deccdd#n Domane Rezeptoren-1 und -2
(DDR1, DDRZ2) (Leitinger 2003). Sie binden mit ihi@iscoidin Domane die Kollagene | bis
[Il und sind damit auch an der Zell-Zell Adhasioetdiligt. Das RS1 kdnnte wie das DDR1
und DDR2 an die Kollagene I bis Il binden, da egerdguell ebenfalls an Zell-Zell

Adhé&sionsprozessen beteiligt ist. Die Affinitat d@S1 zu den Kollagenen wird mit Hilfe
eines ELISA untersucht (Kap. 3.3.11).

Fir den ELISA wird das rRS1, rTTR und die extradéle Domane des DDR2

(rDDR2_AS1-400) mit den Kollagenen I-V eingeseblf.18). Das TTR bindet nicht an die

Kollagene und wurde als Negativkontrolle eingesé@# ersten 400 Aminosauren des DDR2
bilden die extrazellulare Doméane, welche die DidcoiDomane enthalt, mit der es an die
Kollagene I, 1l und IIl bindet (Leitinger 2003).

14 rRS1 rTTR rDDR2_AS1-400
= Kol | B
Df:’ 1.2 Kglll
11 Kol 11l
o 10 Kol IV B
c 0.8l Kol v
G
£ 0.6
o 0.4 i
w
I | W
0.0

Abb.18: Uberpriifung der Bindung des rRS1, rTTR undrDDR2_AS1-400 an die Kollagene I-V mit Hilfe
des ELISA. Eine 96well Platte wird mit den Kollagenen |-V beschichtet unil den rekombinanten Proteinen
inkubiert. Die gebundenen Proteine werden mit Héfeer Farbreaktion bei einer @ nachgewiesen. Das
ITTR wird als negative Kontrolle und das rDDR2_A&10 wird als positive Kontrolle fur die Bindung die
Kollagene I, Il und 1l eingesetzt. RekombinantestiRoschisin (rRS1), rekombinantes Transthyretifir R),
extrazellulare Doméane des Discoidin Doméne Rezeb{ddDR2_AS1-400), Kollagen | bis V (Kol 1-V)
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Die Absorption des rRS1 betragt in Gegenwart ddiagene zwischen 0,39 und 0,53. Das
ITTR bindet nicht an die Kollagene und zeigt einbsérption von 0,32 bis 0,39. In
Anwesenheit der bekannten Bindungspartner Kollagemend Il zeigt das
rDDR2_AS1-400 eine Absorption von 0,99, 1,29 untD1]n Gegenwart der Kollagene IV
und V, an die das rDDR2_AS1-400 nicht bindet (lgyér et al. 2004; Ichikawa et al. 2007),
wird eine Absorption von 0,39 und 0,48 detekti®&as rRS1 verhalt sich dhnlich wie das
ITTR und zeigt keine Affinitat zu den KollagenenieDAbsorption des rRS1 liegt im
Durchschnitt 0,10 Uber der des rTTR, jedoch ist Absorption vergleichbar mit der des
rDDR2_AS1-400 in Gegenwart der Kollagene IV und2dsammenfassend lasst sich sagen,
dass das rRS1 nicht, wie der Discoidin Domé&ne Rer&p spezifisch an die Kollagene 1, Il
oder Il bindet (Abb.18).

4.1.6 Untersuchung der Bindung des Retinoschisingnd der RS1-Cystein-Mutanten zu
RS1-KO-Maus Netzhaut in Gegenwart von Monosaccharieh

Die Bindung des RS1 an Galactose wurde gezeigenindas RS1 durch immobilisierte

Monosaccharide préazipitiert wurde (Dyka et al. 20@ie Galactose ist als Bestandteil der
Proteoglykane und der Glykolisierung eines Protesse elementare Komponente der
extrazellularen Matrix. Das RS1 kdnnte an Strukiuter Proteoglycane oder an glykosylierte
Proteine binden. Aus diesem Grund wird Uberpriftd@ Galactose die Bindung des RS1 zur
RS1-KO-Maus Netzhaut beeinflusst und inwiefern digomere Struktur des RS1 hierbei
eine Rolle spielt (Abb.19). Ein Galactose-abhangigmfluss wird durch den Einsatz der
diasteriomeren Mannose untersucht.

Die Bindung des RS1, rRS1_C59S/C223S und rRS1_CHIS/C223S an RS1-KO-Maus

Netzhaute in Gegenwart von 1 M Galactose bzw. Msenwird wie in Kapitel 3.3.7

beschrieben durchgefuhrt.
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Abb.19: Blockieren der Bindung des rRS1, rRS1_C598223S und rRS1_C40S/C59S/C223S (rRS1*) an
RS1-KO-Netzhaut mit Monosacchariden. Die Netzhdute werden homogenisiert und in zwei
Zentrifugationsschritten (Pfeile) erst in PBS urathach in Zellkulturmedium mit rRS1 und 1 M Galaetasler
Mannose (Monosaccharide**) resuspendiert. Die koakin mit unldslichen Zellbestandteilen sind als-M3
gekennzeichnet. Die durch die Zentrifugation almgeiten I6slichen Fraktionen sind als S1 und S2

gekennzeichnet. Das RS1 wird mit Hilfe @d@S1p Antikdrpers nachgewiesen.

Das rRS1, rRS1 _C59S/C223S und rRS1_C40S/C59S/C2#8% in Gegenwart von

1 M Galactose jeweils im zweiten loslichen Uberdtg82) detektiert. In Anwesenheit der
Mannose wird das rRS1 in der unléslichen FraktidB)(nachgewiesen. Daraus folgend wird
die Bindung des RS1 zu RS1-KO-Netzhauten durch Gldactose inhibiert, durch die
Mannose jedoch nicht. Die Galactose inhibiert diedBng des RS1 unabhangig von dessen
oligomerer Form. Es stellt sich die Frage, ob didaGtose unspezifisch die Bindung des RS1
zur RS1-KO-Maus Netzhaut blockiert oder ob sie m$sker Bestandteil der Bindung zum
Bindungspartner ist.
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4.1.7 Immunprazipitation des Retinoschisins aus salilisierter Mausnetzhéaute

Molday und Mitarbeiter (2007) suchten mittels Imrmtézipitation von solubilisierten
humanen Netzhauten durch em@S1m Antikdrper-Sepharosematrix nach Bindungspartne
des RS1. Sie identifizierten mit Hilfe des MALDI-FOVerfahrens diea3 und (32
Untereinheiten der Na/K ATPase als Bindungspartmel zeigten die Kolokalisation deB
Untereinheit der Na/K ATPase mit dem RS1 in derzNatt.

Bei der Immunpréazipitation des RS1 aus Wildtypnatebn, besteht der

RS1/ Na/K ATPase-Komplex bereits bevor die Netth&olubilisiert werden. Die Bindung

des RS1 an die Na/K ATPase wird molichcherweise maaor einer funktionsfahigen

Plasmamembran gebildet und bendtigt eventuell @&nderoteine oder Lipide der

Plasmamembran. Deshalb wird die Bindung der Na/lkdde zum RS1 mittels

Immunprézipitation von rekombinantem RS1 an soisieiiten RS1-KO-Maus Netzh&auten
untersucht (Abb.20). Hierbei muss sich der rRSA/KNATPase-Komplex bilden, nachdem
die RS1-KO-Maus Netzhauten solubilisiert und diasRlamembran aufgelost wurde. Die
Wahrscheinlichkeit, dass andere Proteine oder kigidr Plasmamembran fur die Bindung
des rRS1 zur Na/K ATPase notig sind, wird auf d\ssse reduziert.

Die RS1-KO-Maus Netzhaute werden wie in Kapitel B323peschrieben solubilisiert und mit
rRS1 inkubiert. Das rRS1 wird mit Hilfe des polyklden aRS1 Antikdrpers préazipitiert.
AnschlieRend wird das rRS1/Netzhaut-Gemisch (Abbst6he ,Auftrag”), die Protein-G
Sepharose nach dem fiinften Waschschritt (Abb.2besjEluat‘) und der Uberstand nach
der Inkubation mit der Protein-G Sepharose (Abbs2€he ,Durchfluss®) fir einen Western
Blot eingesetzt. Die spezifische Bindung der Na/RPase an das rRS1 wird durch die

Immunprézipitation in Abwesenheit des rRS1 Ubetpruf
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Abb.20: Immunpréazipitation des rRS1 aus solubilisieten RS1-KO-Maus Netzhaute und Uberpriifung der
Koprazipitation der a3/32 Untereinheiten der ATPase.Die RS1-KO-Maus Netzh&ute werden in einem
Puffer mit 10 mM CHAPS solubilisiert und zentrifegi. AnschlieRend wird der losliche Uberstand (K@-
Netzhaut) zur Immunprazipitation eingesetzt. Fie dmmunprazipitation wird demRS1p Antikérper
verwendet. Als Kontrolle fir eine spezifische Binduwird eine Immunprazipitation in Abwesenheit vit51
durchgefiihrt. Das rRS1-Netzhaut-Gemisch (Auftralgg,Protein-G Sepharose nach den Waschschritteat)El
und die l8sliche Fraktion nach der Inkubation mitr dProtein-G Sepharose (Durchfluss) werden firreine
Western Blot eingesetzt. Das Retinoschisin wurdeHitie des monoklonalenRS1 Antikérpers nachgewiesen.
Die a3 Untereinheit der Na/K ATPase wurde mittels désTP1A3 Antikérpers und dif2 Untereinheit mit
Hilfe desa ATP1B2 Antikérpers im Western Blot detektiert.

Das rRS1 wurde in der Auftragsfraktion und im Eldatektiert. Dementsprechend wird das
eingesetzte rRS1 quantitativ mit dem polykolnaleRS1 AntikGrper prazipitiert. Die
a3/B2 Untereinheiten werden unabhangig von der Gegdmlesr rRS1 in der Auftrags- und
Durchflussfraktion detektiert. In Gegenwart des IR®azipitierten diex3/32 Untereinheiten
im Eluat und deuten so auf eine Bindung mit demIrRi®. Diea3 Untereinheit migriert im
SDS-Gel auf der Hohe eines ca. 115 kDa Proteirisgibem kalkulierten Molekulargewicht
von 111 kDa. Die Diskrepanz zwischen kalkuliertend wapparentem Molekulargewicht ist
durch die Glykosylierung der Untereinheit erklarbeon denf Untereinheiten der Na/K-
ATPase ist bekannt, dass sie in der Plasmamemlo@rgtadig glyckosyliert werden (Chow
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& Forte 1995). Dig32 Untereinheit hat ein kalkuliertes Molekulargewtiglbon 33 kDa, durch
die Glykolisierung migriert es im SDS-Gel mit einepparenten Molekulargewicht von ca.
50 kDa. Offensichtlich wird nur die in der Plasmaniean lokalisierte3 Untereinheit
solubilisiert und bindet an das rRS1. Inwiefern d&Untereinheit, die Glykosylierung der
32 Untereinheit oder die Oberflache der Plasmamemfiradie Bindung bedeutend ist, ist

gegenwartig unklar.

4.1.8 Uberprufung der Interaktion des rRS1 und derRS1-Cystein-Mutanten mit der

extrazellularen Doméane der32 Untereinheit der Na/K ATPase

Die Immunprazipitation des rRS1 aus solubilisierR81-KO-Maus Netzhauten deutet auf
eine direkte Bindung mit der Na/K ATPase hin. B Untereinheit ist als Bindungspartner
wahrscheinlicher als di@3 Untereinheit, da sie eine erheblich grol3ere egtiaédre Doméne

besitzt mit der das RS1 interagieren kdnnte. Eimiieer Beweis der Bindung des RS1 an
die 2 Untereinheit steht jedoch noch aus. Das rRS1 ebinchabhdngig von seiner
oligomeren Form an die RS1-KO-Maus Netzhaute (Map2). Ob das rRS1 auch
unabhangig von seiner oligomeren Form an fRRUntereinheit bindet, wird mittels

Immunoprazipitation tberpruift.

Das rRS1 und die RS1-Cystein-Mutanten werden mit edrazellularen Doméane der
Na/K ATPase (32 Untereinheit ([2_AS1-239) inkubiert und anschlielend fur die
Immunprazipitation eingesetzt (Abb.21). Das RSldvjaweils durch derRS1p Antikorper
prazipitiert. AnschlieBend wird das RJ¥r AS1-239-Gemisch (Abb.21, Auftrag), die
Protein-G Sepharose nach dem fiinften Waschschiith.1, Eluat) und der Uberstand des
funften Waschschrittes (Abb.21, Waschung) fiur ein@festern Blot eingesetzt. Die
spezifische Bindung dei32_AS1-239 an das RS1 wird durch eine Immunpréazipitain
Abwesenheit des rRS1 Uberprift.
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Abb.21: Uberprifung der Kopréazipitation des oktameren rRS1, des dimeren rRS1_C59S/C223S und des
monomeren rRS1_C40S/C59S/C223S mit der extrazelluEn Doméne der ATPase2 Untereinheit
(rB2_AS1-239).Das rRS1 und die RS1-Cystein-Mutanten werden zomsammit $2_AS1-239 inkubiert und
anschlieBend zur Immunprazipitation eingesetzt. #igr Immunprazipitation wird deoRS1p Antikdrper
verwendet. Als Kontrolle fur eine spezifische Binduwird die Immunprazipitation in Abwesenheit d&Si4
durchgefiihrt. Das rRSPR2_AS1-239-Gemisch (Auftrag), die Protein-G Sepharnach den Waschschritten
(Eluat) und der Uberstand des fiinften Waschschri{@aschung) werden jeweils fir den Western Blot
eingesetzt. Das Retinoschisin wird mit Hilfe deRS1m Antikérpers nachgewiesen. B2 Untereinheit der

Na/K ATPase wird mit Hilfe deaATP1B2 Antikorpers im Western Blot detektiert.

Das rRS1, rRS1_C59S/C223S und rRS1_C40S/C59S/Car8Jeweils im Auftrag und im
Eluat detektiert. Dem entsprechend wird das eingeseRS1 quantitativ prazipitiert. Das
rg2_AS1-239 wird immer im Auftrag nachgewiesen. Inwdsenheit des rRS1 wurde das
rB2_AS1-239 in der Waschung detektiert, was auf spezifische Bindung zum rRS1 deutet.
Das B2_AS1-239 wird jeweils zusammen mit dem rRS1, rREEOS/C223S und dem
rRS1_C40S/C59S/C223S im Eluat detektiert. Dem eattyend bindet das rRS1 unabhangig
von seiner oligomeren Form an die extrazellularenBioe def2 Untereinheit. Da{32_AS1-
239 wird bei einem berechneten Molekulargewicht 2@rkDa im Western Blot mit einem
apparenten Molekulargewicht von ca. 33 kDa detdkt®ie Glykosylierung desp2_AS1-
239 ist erheblich geringer als die der endogef2rintereinheit (Kap. 4.1.7, Abb.21), da sie
nicht in die Plasmamembran integriert ist. Moglivheise ist weder die Membranstandigkeit
der 32 Untereinheit, noch deren Menge an Glykosyliermngetscheidend fur die Bindung
zum RS1.
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4.1.9 Uberprufung der Bindung des Retinoschisins ardie heterolog exprimierten

Na/K ATPasea3/B2 Untereinheiten

Die Bindung des rRS1 an di2 Untereinheit wird in den vorherigen Kapiteln rHiife der
Immunpréazipitation gezeigt. Eine Methode bei dee AR Untereinheit jeweils aus der
Plasmamembran gel6st oder gar nicht mit der Memlwarbunden war. Anhand von
homogenisiertem RS1-KO-Mausgewebe wird die Binddeg)rRS1 an Netzhaut-Membranen
gezeigt (Kap. 4.1.1), welche die Na/K ATPas&/[2 Untereinheiten (Kap. 4.1.7) und eine
Netzhaut spezifische Membranoberflache enthalterentWdie B2 Untereinheit alleine
ausreichend fur die Bindung des RS1 an die Plasmémam ist, sollte umgekehrt das RS1 an
jede Membran binden, welche @2 Untereinheit integral enthalt. Diese Hypotheselwit
eukaryotischen Zellen, die endogen nicht @ Untereinheit exprimieren, Uberpruft. Die
Zellen werden jeweils mit dem3 Untereinheit,32 Untereinheit und beiden Untereinheiten
zusammen transfiziert und die Expression mit Hil&#nes Western Blots und
Immunocytochemie tberpruft. Die Bindung des rRSIen transfizierten HEK-293 EBNA
Zellen wird nach dem gleichen Prinzip Gberpriuftewvaei der Bindung zur RS1-KO-Maus
Netzhaut (Kap. 3.3.7).

Zuerst werden HEK-293 EBNA Zellen auf die endogdbgression der Na/K ATPase
0a3/B2 Untereinheiten untersucht (Abb.22). Das ZellkuMedium und die Zellen werden
jeweils fur einen Western Blot eingesetzt. Hienveid lediglich diea3 Untereinheit in den
Zellen bei ca. 115 kDa detektiert. Darauf folgeretden die HEK-293 EBNA Zellen mit der
a3 Untereinheit, 2 Untereinheit und beiden Untereinheiten zusammeanstiziert.

AnschlieRend wird die heterologe Expression derKMefPase Untereinheiten mit Hilfe

einer Western Blot Analyse Uberprift (Abb.22).
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Abb.22: Uberpriifung der endogenen und heterologen spression der ATPasea3/B2 Untereinheiten in
HEK-293 EBNA Zellen. Die Zellen werden jeweils mit der ATPags8 Untereinheitf32 Untereinheit und mit
beiden Untereinheiten zusammen transfiziert. Vamtdensfizierten und nicht-transfizierten Zellerrdvjeweils
das Zellkultur-Medium (M) und die Zellen (Z) fur mleWestern Blot eingesetzt. Die glykosylierte und
nicht-glykosylierte Form der ATPa§2 Untereinheit ist gekennzeichnet. @i Untereinheit wird mit Hilfe des
0ATP1A3 Antikdrpers und di@2 Untereinheit mit demxATP1B2 Antikdrper detektiert.

Beide Na/K ATPase Untereinheiten werden nicht irtkdéurmedium detektiert. Die mit der
a3 Untereinheit transfizierten Zellen zeigen im VéestBlot eine Bande bei ca. 111 kDa und
eine weitere bei ca. 115kDa. Die Migration dex3 Untereinheit bei zwel
Molekulargewichten deutet auf ihre nicht-glykosktiee und glykosylierte Form. Die nicht-
glykosylierte a3 Untereinheit ist méglicherweise nur aufgrund ihtdberexpression in den
Zellen sichtbar. Die doppelt-transfizierten Zellsxigen im Western Blot mit demfATP1A3
Antikdrper eine Bande bei 111 kDa, 115 kDa und KB@. Die Banden bei 111 kDa und
115 kDa sind durch die nicht-glykosylierte und gigklierte Form erklarbar. Eine hohere
Glykosylierung den3 Untereinheit als 115 kDa ist in der Literaturlitibeschrieben, deshalb
ist eine Migration dein3 Untereinheit von tber 115 kDa moglicherweise &rtefakt der
Uberexpression. Die mit dg82 Untereinheit transfizierten Zellen zeigen im VéestBlot
Banden von 33 kDa bis 55 kDa. Bei 33 kDa wird diehtiglykosylierte 2 Untereinheit
detektiert, die Migration mit hoheren Molekulargelten zeigt die unterschiedlichen
Glykosylierungs-Zustande deB2 Untereinheit. DeraATP1B2 Antikérper detektiert im
Western Blot der doppelt-transfizierten Zellen eande bei 33 kDa und mehrere Banden im
Bereich von 45 kDa bis 55 kDa. Diese Banden zeigén, bei den einfach-transfizierten

Zellen, die unterschiedlichen Glykosylierungszud&der32 Untereinheit.
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Die Expression dea3 Untereinheit un@32 Untereinheit in den HEK-293 EBNA Zellen ist
erfolgreich, da jeweils die vollstandig glykosyter~orm der Na/K ATPase Untereinheiten
bei 115 kDa bzw. 55 kDa detektiert wird. Des Weaitedeuten die vollstandig glykosylierten
Na/K ATPase Untereinheiten auf eine Integration die Plasmamembran hin, da die
Glykosylierung dort vervollstandigt wird (Chow & FRe 1995; Yarema & Bertozzi 2001).
Die Lokalisierung der rekombinant exprimierten Bmo¢ in den Zellen wird anschlie3end mit
Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie uberpruft (Abb.23)ie HEK-293 EBNA Zellen,

transfiziert mit dera3 Untereinheit, 32 Untereinheit und doppelt-transfiziert mit beiden
Untereinheiten, werden jeweils mit demTP1A3 und demaATP1B2 Antikorper fur die

Immunocytochemie eingesetzt.

aATP1A3 aATP1B2

ATP1A3

ATP1B2

ATP1A3/B2

Abb.23: Immunocytochemische Analyse der endogenennd heterologen Expression der ATPase
a3/B2 Untereinheiten in HEK-293 EBNA Zellen. Die Zellen werden jeweils mit einer ATPase
a3 Untereinheit2 Untereinheit oder mit beiden Untereinheiten zusam transfiziert. Auf der linken Seite der
Abbildung ist bezeichnet mit welcher ATPase Untahneit die Zellen transfiziert wurden. Die8 Untereinheit
wird mit Hilfe desaATP1A3 Antikdrpers (Bilder links) und dig2 Untereinheit mit den@aATP1B2 Antikdrper
(Bilder rechts) detektiert. Als 2. Antikérper widkr Alexa-488 (griin) eingesetzt. Der Ausschnittnittleren
linken Bild zeigt die endogene Expression der ABRe& Untereinheit. Die Zellkerne wurden mit DAPI geftr
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Die a3 Untereinheit wird in allen HEK-293 EBNA Zellen cteyewiesen. Das Signal der
endogen exprimiertem3 Untereinheit ist allerdings erheblich schwachkr @das in den
transfizierten Zellen und wird nur durch eine Ubg@asition detektiert. Die endogene
Expression dera3 Untereinheit ist als Bildausschnitt der mit d@2 Untereinheit
transformierten Zellen dargestellt (Abb.23, Bild ttdi links). Die ATPase€32 Untereinheit
wird jeweils nur in den mit ATPa$® transfizierten Zellen nachgewiesen. Die transfien
Zellen zeigen eine Farbung des Cytoplasmas. Degewri ist die Plasmamembran der
transfizierten Zellen markiert, was auf eine Lok@iung der Na/K ATPasex3/32
Untereinheiten in der Plasmamembran hinweist. Daesfizierten HEK-293 EBNA Zellen
exprimieren die a3/B32 Untereinheiten der Na/K ATPase, transportieree sin die
Zelloberflache, wo sie dann glykosyliert werdenmicsind diese Zellen ein ideales System,
um die Bindung des rRS1 an die Na/K ATPa8432 Untereinheiten zu Uberprifen (Abb.24).

+PBS +rRS1
' & 1
M1S1 M2 S2 M3

ATP1A3 e

ATP1B2 —_—— ‘

ATP1A3/ATP1B2 - |

Abb.24: Bindung des rRS1 an HEK-293 EBNA Zellen, @& mit der ATPasea3 Untereinheit (ATP1A3),
ATPase P2 Untereinheiten (ATP1B2) oder beiden Untereinheite zusammen (ATP1A3/ATP1B2)
transfiziert sind. Die Zellen werden homogenisiert und in zwei Zdagrationsschritten (Pfeile) erst in PBS und
danach in Zellkulturmedium mit rRS1 resuspendiBieé Fraktionen mit unlgslichen Zellbestandteilendsals
M1-M3 gekennzeichnet. Die durch die Zentrifugatmiogetrennten ldslichen Fraktionen sind als S1 udd S
gekennzeichnet. Das RS1 wird mit Hilfe @ad@S1p Antikdrpers nachgewiesen.

Das rRS1 wird nach der Zugabe zu den transfizief@len jeweils in der l6slichen Fraktion
(S2) nachgewiesen, unabhangig welche der Na/K Ad Pasereinheiten sie exprimieren.
Offensichtlich bindet das rRS1 nicht an die rekamabien ATPase3/32 Untereinheiten in
der Plasmamembran. In den vorherigen Experimentetiebdas rRS1 an homogenisierte
Membranen der RS1-KO-Mausnetzhaute (Kap. 4.1.1) anddie l6sliche rekombinante
B2 Untereinheit (Kap. 4.1.8). Wenn das rRS1 nichtdam rekombinantg32-Untereinheit
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bindet, die in einer Plasmamembran lokalisiertrstder sie endogen nicht exprimiert ist,
deutet es darauf hin, dass der PlasmamembrandBiddung des rRS1 z2 Untereinheit

eine essentielle Komponente fehlt oder die Bindologkiert.

4.2 Herstellung desatARMS2 Antikorpers und der Nachweis des ARMS2 Proteis in

humanem Gewebe

Das ARMS2 Gen hatte bis 2005 einen Annotationsstatus eingsothetischen Gens
(LOC387715), von dem in den Datenbanken nur eine mRNA-Sequemz 16 ESTSs
(expressed sequence tags) hinterlegt waren. Die 818 bp lange cDNA-Sequeegitiat einen
offenen Leserahmen, der fur ein 107 AminosauremydanProtein kodiert. Das ARMS2
Protein besitzt keine Homologien zu bekannten Hreteoder Proteindomanen, daher sind
Ruckschlisse auf seine Funktion nicht moglich.

Die Analyse mittels RT-PCR in humanem Gewebe zeaigie Expression des ARMS2 in der
Plazenta und in der Netzhaut (Rivera et al. 20B5)e solche spezifische Expression deutet
auf besondere Funktion des ARMS2 in der Netzhaut Ihi Bezug auf die gefundene Indel-
Variante (NM_001099667.1: c¢.*372_815_del1443insbq) 3'-nicht-translatierten Bereich
des ARMS2 wurde die These aufgestellt, dass dieeSbwheit des ARMS2 Proteins direkten
Einfluss auf das Risiko an AMD zu erkranken oder@rad der Manifestation der Krankheit
hat. Denn aufgrund des fehlenden Polyadenylierugiggls und der Insertion von 54 bp mit
destabilisierenden mRNA-Sequenzen, die vermutlich emem frihzeitigen Abbau der
MRNA fuhrt, wird das ARMS2 wahrscheinlich nicht melder nur vermindert translatiert.

Ein unverzichtbares Werkzeug fir die Arbeit mit teheen sind Antikérper, die in Methoden
wie z.B. Western Blot, Immunprazipitation oder Immofluoreszenz-Farbungen eingesetzt
werden. Nachfolgend wird beschrieben, wie fur d&BMS2 ein Antikdrper hergestellt,
charakterisiert und fir die Identifikation des ARRB humanem Gewebe eingesetzt wurde,

um die Expression des ARMS2 und seiner Indel-Végian Uberprifen.

4.2.2 Expression des ARMS2 als Fusionsprotein B coli Zellen

Bei der Herstellung eines Antikorpers wird ein Ayetn fir die Immunisierung benotigt. Far
den aARMS2 Antikérper sollte rekombinantes ARMS2 eindgesaverden, da somit auch

Material fir mdgliche weitere Experimente zur Vediag gestellt wird. Das ARMS2 Protein
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wird in E. coli Zellen exprimiert, um in ausreichender Menge fi@ kinmunisierung eines
Kaninchens zur Verfligung zu stehen. ARMS2 hat eatelduilargewicht von ca. 12 kDa und
wird mit der Glutathion-S-Transferase (GST, cakP@), dem Maltose-Bindeprotein (MBP,
ca. 43kDa) oder einem Anhang aus sechs Histidin nasdiuren (His, ca. 2 kDa) als
Fusionsprotein exprimiert. Die Expression der ARM&&ionsproteine (rARMS2-GST; 38
kDa, rARMS2-MBP; 55 kDa, rARMS2-His; 14 kDa) in déncoli BL21(DE3) und Rosetta
Zellen ist in Abbildung 25 dargestellt.

rARMS2-GST rARMS2-MBP rARMS2-His

Bl21 Rosetta  BI21 Rosetta BI21 Rosetta

kDa V NV N V N VN V N V N

170
130

100
72

aMBP aPenta-His

Abb.25: Uberpriifung der Expression der rARMS2-GST, -MBP und -His Fusionsproteine in E. coli
BL21(DE3) und Rosetta Zellen.Im oberen Teil der Abbildung ist ein CoomassietBgefarbtes 12,5 % Gel
dargestellt. Aufgetragen sind die Fusionsproteifie, jeweils in BL21(DE3) und Rosetta Zellen expeni
werden. Fir die SDS-PAGE wurden jeweils die Zellen(V) und 6 Stunden nach (N) der Induktion eiredes

Auf der rechten Seite des Gels ist mit Pfeilen ldieifhohe des GST-Proteins, des MBP-Proteins und des
rARMS2-His Fusionsprotein gezeigt. Im unteren Teiér Abbildung ist ein Western Blot mit den
entsprechenden Fusionsproteinen dargestellt. Edenjeweils derGST, aMBP und aPenta-His Antikdrper
eingesetzt.
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Die Induktion ist bei allen Fusionsproteinen erfeigh, da nach der Induktion im
Western Blot jeweils das Fusionsprotein detektidrt. Die rARMS2-GST transformierten
Zellen zeigen im Coomassie-Blau gefarbten Gel &irkss Signal bei ca. 26 kDa, im Western
Blot wird dieses vonoGST Antikorper erkannt. Das rARMS2-GST Fusionsprotet ein
berechnetes Molekulargewicht von 38 kDa. Offensiditwird das GST-Protein ohne den
ARMS2-Anteil exprimiert. Das rARMS2-MBP hat ein behnetes Molekulargewicht von
55 kDa und wird auch im Wester Blot nachgewiesefeioBzeitig wird ein Signal bei
ca. 43 kDa detektiert, welches dem Molekulargewidas MPB-Proteins entspricht. Die
Intensitat der Signale deutet auf einen gréRRereteiAan MBP-Protein als rARMS2-MBP
hin. Das rARMS2-His hat ein berechnetes Molekulaigkt von ca. 14 kDa und wird im
Wester Blot auch bei dieser Migrationshdohe detetktie

Die Expression der rARMS2-FusionsproteineEircoli BL21(DE3) und Rosetta Zellen sind
vergleichbar, da sich die Intensitaten der ProBanden im Coomassie-Blau gefarbten Gel
sowie im Western Blot nicht unterschieden. Das ARM& GST- oder MBP-Fusionsprotein
zeigt keine oder nur eine geringe Expression dedist&ndigen Fusionsproteins.
Hauptsachlich wird der GST- oder MB&y exprimiert. Ob der ARMS2 Teil vontag
abbricht, die Translation vorher stoppt oder dasviR durch eine Peptidase abgeschnitten
wird, ist unklar. Einzig das rARMS2-His wird in aeg&chender Menge exprimiert und wird

fur die nachfolgende Reinigung eingesetzt.

4.2.3 Reinigung des rARMS2-His Fusionsproteins

Der Grof3teil des rARMS2-His Fusionsproteins lielgt @anlésliche Einschlusskorperchen in
E. coli BL21(DE3) vor. Daher werden die Zellen mit einearristoffhaltigen Puffer lysiert.

Harnstoff ist eine chaotrope Reagenz, die die 8irukles Wassers stért und so die
hydrophoben Wechselwirkungen reduziert. Es bririgt Einschlusskérperchen in Lésung,
jedoch denaturieren die Proteine aufgrund der ieden hydrophoben Wechselwirkungen.
Die Lyse der Zellen wird durch Homogenisieren undschlieRendes Sonifizieren
vervollstandigt und anschlieBend wird das Zellly$at die Affinitats-Chromatographie

(Kap. 3.3.13) eingesetzt. Ausgewahlte Fraktionerr @dhromatographie sind fir die

SDS-PAGE und fur eine Western Blot Analyse eingeseorden (Abb.26).
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Abb.26: Chromatogramm der rARMS2-His Reinigung mit Hilfe einer Ni?**-Sepharose Matrix, sowie ein
Coomassie-Blau gefarbtes 15 % SDS-PAGE Gel und eWWestern Blot mit ausgewahlten Fraktionen.A)

Im Chromatogramm ist auf der Abszissenachse daanveh in Millilitern (ml) dargestellt und auf denken
Ordinatenachse ist die Absorption bei 280 nm iatréén Absorptionseinheiten (mAU) aufgetragen. Eziehte
Ordinatenachse zeigt den Anteil des Imidazol imtighspuffer in Millimolar (mM) an. Die gestrichelte
rosafarbende Linie markiert die Injektion des Zestéits auf die Ni-Chelat-Sepharose Saule. Die blaue Linie
markiert die Absorption der Proteine bei 280 nire Bitine Linie markiert die Konzentration des IminlazDas
eingesetzte Zelllysat wird als Auftrag bezeichiigie Fraktionen mit Proteinen, die nicht an die $&bihden
werden als Durchfluss bezeichnet. Die unspezifigebundenen Proteine werden als Unspezifisch und die
Fraktionen spezifisch gebundener Proteine werderEhlat bezeichnet. C) Das rARMS2-His wurde mitfeil

desaPenta-His Antikdrpers im Western Blot detektiert.

Das rARMS2-His wird durch einen Imidazol Stufen-@emten bei 300 mM Imidazol eluiert.
Das rARMS2-His wird bei einer Wellenlange von 280 nnur schlecht detektiert,

moglicherweise weil es nur finf aromatische Aminwsa enthalt. Die Fraktionen mit
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rARMS2-His enthalten noch geringe Mengen an Verarmgangen (Abb.26.B). Fur die
Immunisierung eines Kaninchens musst das rARMS24Hisinen isotonischen Puffer
Uberfuhrt werden, damit dem Kaninchen kein gesutidtieer Schaden entsteht.

4.2.4 Uberprufung der Proteinsequenz des rARMS-Himittels MALDI-TOF

Die Aminosauresequenz des rARMS2-His wird mit Hidler MALDI-Massenspektrometrie
Uberpruft. Durchgefliihrt und analysiert wurde die sknspektrometrie von Herrn
Dr. Gunter Lochnit (Protein Analytics, Giessen).sDgereinigte rARMS2-His (Kap. 4.2.3)
wird fir eine SDS-PAGE mit einem 15 % Polyacrylar@dl eingesetzt. Das rARMS2-His
wird anschlieBend aus dem SDS-Gel ausgeschnittdnzun MALDI-Massenspektrometrie

eingesetzt (Abb.27).

10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100
MMLRLYPGPM VTEAEGKGGP EMASLS33VV PVSFISTLRE SVLDPGVGGE GASDKQRSKL SLSHSMIPAA KIHTELCLPA FFSPAGTQRR FQOPQHHLTL
| E——— ———___________________| _—————— I
—_— —
110 120
SIIHTAARLE HHHHHH
—————

Abb.27: Sequenzabdeckung des rARMS2-His Proteins tiels der Uber MALDI-Massenspektrometrie
identifizierten Peptide. In rot sind identifizierten Aminoséuren dargesteichwarz bezeichnet die nicht
identifizierten Aminosduren des rARMS2-His im Eindhstaben-Code. Die grauen und schwarzen Balken
unter den Aminoséauren stellen die Lange und Haaeftgier identifizierten Peptide dar. Je haufiger Reptid

detektiert wurde, desto dunkler ist der Balken.

Mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie wurden 2g&@Ridsequenzen identifiziert, die mit
94 % die Aminosaure-Sequenz des rARMS2-His reptégen. Das rARMS2-His wurde fast
komplett sequenziert, was auf eine vollstandige bodrekte Translation des ARMS2

hinweist.
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4.2.5 Renaturierung des rARMS2-His Proteins nach Mura et al. (2007)

Die Renaturierung eines denaturierten Proteins kdumch das langsame Entfernen des
Detergenz mittels Dialyse erfolgen. Nach der Meth@dn Vohra und Mitarbeiter (2007)
wird das Detergenz in funf Dialyseschritten reduziend in zwei weiteren Dialyseschritten
guantitativ entfernt. Die eingesetzten Puffer eltimaL-Arginin und Glycerol, welche die

Renaturierung des Proteins unterstitzen sollen.

Das rARMS2-His wird bei der Affinitatschromatograghmit einem Puffer eluiert

(Kap. 4.2.3), der 8 M Harnstoff enthalt. Die Kontzation des Harnstoffs wird mit der ersten
Dialyse auf 4 M reduziert. In vier weiteren Dialgshritten wird die Harnstoff-Konzentration
weiter auf 1 M reduziert. Beim darauf folgenden IiBaschritt zur quantitativen Entfernung
des Harnstoffs prazipitiert das rARMS2-His. Die r#tiveise Entfernung des Harnstoffes
durch eine Dialyse wurde viermal durchgefihrt. @$iehtlich ist die langsame Reduzierung
der Harnstoff-Konzentration nicht geeignet fir &enaturierung des rARMS2-His und es

missen andere Methoden fiir eine Renaturierung gesecden.

4.2.6 Renaturierung des rARMS2-His nach Swope-Willi et al. (2005)

Swope-Willis und Mitarbeiter untersuchten die Eiggmften verschiedener Reagenzien zur
Renaturierung von Proteinen (Willis et al. 2005 8enaturierten gereinigte Enzyme und
renaturierten die Enzyme, indem sie schnell in nsctgedlichen Puffern verdinnt wurden,
anschlieRend wurde die Aktivitat der Enzyme bestinibadurch zeigen sie, dass bestimmte
pH-Werte und Reagenzien die Renaturierung eineseiRsoférdern. Basierend auf ihren
Ergebnissen wurden die geeigneten Pufferbedingufigedie Renaturierung des rARMS2-
His Uberprift (Tab.2) und optimiert (Tab.3).

Das rARMS2-His wird 1:8 mit verschiedenen Puffeardiinnt. Jeweils 25 pg des rARMS2-
His werden pro Renaturierung eingesetzt. Alle Rudiethalten 120 mM NaCl und 10 mM
KCI. Das rARMS2-His wird bei vier unterschiedlichgrH-Werten, in Kombination mit

verschiedenen Detergenzien und Reduktionsmitteliwert und Gber Nacht bei 4°C inkubiert
(Kap. 3.3.16). In den Tabellen 2 und 3 markiert rtes X prazipitiertes rARMS2-His und
ein grines X markiert l6sliches rARMS2-His. Die Mesgen werden jeweils in Triplikaten

durchgefuhrt.
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Tab. 2: Pufferbedingungen fir die Renaturierung desARMS2-His

-| DD | T- DD | T- DD
Detergenz M | 8] -| M |80] - M |T-80 - DDM T-80
Reduktionsm] - DT | DT | DT |TCE|TCE|TCE| GS:GS| GS:GS| GS:GS
ttel - -l T T T P P P SG SG SG
pH 5,5 X| X X X X X X X
pH 6,5 X| X X X X X X
pH 8,2 X X X
pH 9,5 X X

Das rARMS2-His prazipitiert in Abwesenheit von Denzien und in Gegenwart des DDM,
bei den pH-Werten 5,5 und 6,5. Einzige AusnahmalistBedingung bei pH-Wert 6,5, in

Abwesenheit von Detergenzien und Gegenwart von TQEBegenwart des DDM und der

Reduktionsmittel DTT und TCEP prazipitiert das rARRAHis auch bei einem pH-Wert von

8,2. In Anwesenheit des DDM und eines Gemischesoxitiertem/reduziertem Glutathion

(GS:GSSG) prazipitiert das rARMS2-His auch bei dad-Werten 8,2 und 9,5. Das

Detergenz T-80 unterstitzt offenbar die Renatunigrdes rARMS2-His, da das Protein nur
in Gegenwart des Glutathions bei einem pH-Wert 9dnprazipitiert. Die Reduktionsmittel

haben offensichtlich keinen oder eher einen st@endinfluss auf die Renaturierung des
rARMS2-His. Zudem ist das rARMS2-His bei basisclmtrWerten besser I6slich als bei
sauren pH-Werten.

Zur Immunisierung eines Kaninchens mit rARMS2-Hisuss der Puffer bestimmte

Bedingungen erfullen. Der pH-Wert des Puffers eo#ltvischen 7 und 8 liegen und keine
Detergenzien oder Reduktionsmittel enthalten, dadt Gesundheit des Tieres nicht
beeintrachtigt wird. Deshalb wurden die Pufferbgdimgen zum Renaturierung des rARMS2-
His dem physiologischen pH-Wert angepasst und aduRtionsmittel verzichtet (Tab.3).
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Tab. 3: Endgiltige Pufferbedingungen fur die Renatuerung des rARMS2-His

pH-Wert - T-80

pH 6,5 X

pH 7,6

pH 7.8

pH 8,2

Das rARMS2-His préazipitiert wie oben beschriebenAinwesenheit von Detergenzien bei
einem pH-Wert von 6,5. Bei den pH-Werten 7,6, 7t 8,2 bleibt das rARMS2-His in
Losung. In Gegenwart des T-80 bleibt das rARMS248¢ allen getesteten pH-Werten in

LOsung.

Ein Verdinnen des rARMS2-His mit Puffern, die eirghysiologischen pH-Wert bei einer
isotonischen Salz-Konzentration besitzen, ist sty moglich. Jedoch ist die eingesetzte 1:8
Verdinnung zu gering, um die Harnstoff-Konzentmatauf ein nicht toxisches Niveau von
unter 10 mM zu bringen. Bei den getesteten Bedigganrwird die Harnstoff-Konzentration
von 500 mM auf ca. 60 mM gesenkt. Eine weitere Regtung der Harnstoff-Konzentration
durch eine hdhere Verdiinnung wirde jedoch das Vetufiir die Immunisierung zu stark
erhohen. Deshalb wird das rARMS2-His jeweils min deositiv getesteten Puffern aus
Tabelle 3 1:8 verdinnt und anschlieBend dialysigtap. 3.3.15). Das rARMS2-His
prazipitiert jedoch bei allen getesteten Pufferbgdhgen bei der Dialyse. Eine quantitative
Abtrennung des Harnstoffs ist somit nicht mégliElaher musste eine alternative Methode

fur die Immunisierung mit rARMS2-His eingesetzt den.

4.2.7 lIsolierung der Einschlusskorperchen des rARM&His ausE. coli nach Nagai und
Thogersen (1987)

Eine Alternative zur Immunisierung mit lI6slichenoiin ist der Einsatz des Proteins in Form
von gereinigten Einschlusskérperchen. Zu diesemckweird das rARMS2-His irk. coli
Zellen exprimiert und mittels hypotonischem Pufiiedd Lysozym werden die Zellen lysiert.
Die DNA wird durch Sonifizieren zerkleinert und deGrof3teil schwerloslicher
Zellbestandteile wird mit Hilfe eines detergenzigagih Puffers gelost. Die

Einschlusskorperchen werden durch eine Zentrifogagelletiert und mehrmals mit einem
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detergenzhaltigen Puffer gereinigt. AnschlieRenddes die Einschlusskérperchen mit 70 %
Ethanol gewaschen wund in PBS resuspendiert. Dielieiten rARMS2-His
Einschlusskorperchen werden anschlieBend fur SDSHPANd Western Blot Analysen
eingesetzt (Abb.28).
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Abb.28: Coomassie-Blau gefarbtes 15 % SDS-Gel und &8tern Blot Analyse der gereinigten rARMS2-His

Einschlusskdrperchen.Fur den Western Blot wurde dePenta-His Antikbrper eingesetzt.

Im Coomassie-Blau gefarbten SDS-Gel werden noclpanissche Proteine detektiert. Das
intensivste Signal im SDS-Gel wird bei ca. 15 kDatefttiert, was etwa dem
Molekulargewicht des rARMS2-His entspricht. Im Wast Blot zeigen die gereinigten
Einschlusskorperchen ein Signal bei ca. 15 kDa.BEschlusskorperchen des rARMS2-His
wurden erfolgreich isoliert. Sie enthalten nochimgge Verunreinigungen, welche bei der

Immunisierung jedoch nicht stéren.

4.2.8 Uberprifung dessARMS2 AntikGrper mittels Western Blot

Das Serum mit demaARMS2 Antikorper wurde von der Firma ImmunoGlobe
Antikdrpertechnik GmbH in drei Schritten gereinigtap. 3.3.18). Im ersten und zweiten
Schritt wurden dieE. coli spezifischen und dienHistidin Antikérper durch positive
Immunadsorptionen entfernt. Beim dritten Reinigwogsitt wurden die aARMS2

Antikorper durch eine negative Immunadsorption pegé

Die Sensitivitat des gereinigtamARMS2 Antikorpers wird mit Hilfe eines Western Biot
Uberpruft. Die Einschlusskérperchen des rARMS2wisden in Mengen von 0,5 bis 480 ng
eingesetzt, anschlieend wird das rARMS2-His mih dgereinigtenaARMS2 Antikorper
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und demaPenta-His Antikorper detektiert (Abb.29). Die Ardiper werden jeweils in einer

Konzentration von 1 pg/ml eingesetzt.
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Abb.29: Sensitivitdt desaARMS2 Antikdrpers. Die Einschlusskdrperchen des rARMS2-His werderejisw

in Mengen von 0,5 bis 480 ng fur die Western Bloglyse eingesetzt. DerARMS2 Antikdrper detektiert bei
480 ng Protein neben dem rARMS2-His noch zahlreiohepezifische Proteine. Die zwei unspezifischen
Signale bei ca. 25 kDa und ca. 44 kDa werden bisizer Menge von 20 ng Protein detektiert. Das r/A2M
His wird in Mengen von bis zu 5 ng vVomARMS2-His Antikdrper detektiert. DettPenta-His Antikorper
detektiert das rARMS2-His bis zu einer Menge vomgGARMS2-His.

Der aARMS2 Antikorper detektiert das rARMS2-His bei d&. kDa bis zu einer Menge von
5 ng Protein. Bei einer Proteinmenge von 480 ngdemrzahlreiche unspezifische Protein
detektiert. Die unspezifischen Signale bei 25 kbd 44 kDa werden bis zu einer Menge von
20 ng detektiert. DeoPenta-His Antikorper detektiert nur ein Signal bai 15 kDa bis zu

einer Proteinmenge von 20 ng.

Das rARMS2-His wird von beiden Antikérpern speafis bei 15 kDa detektiert. Die
Einschlusskorperchen des rARMS2-His enthalten n¥enunreinigungen durche. coli
Proteine, deshalb ist die tatsachlich eingesetatéeirmenge an rARMS2-His niedriger als
die berechnete Proteinmenge. Eine Detektion voarunng Protein im Western Blot deutet
auf eine gute Qualitdt desARMS2 Antikorpers hin. Inwiefern die unspezifischBroteine
einen Einfluss auf die Spezifitat da®&ARMS2 Antikorpers hat, wird durch einen Western
Blot mit rekombinantem ARMS2 (rARMS2-His_e), das &listag Fusionsprotein in HEK-
293 EBNA Zellen exprimiert wird, Gberpruft (Abb.30)
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Abb.30: Expression des rARMS2-His_e in HEK-293 EBNAZellen. Die nicht-transfizierten und die
rARMS2-His_e transfizierten HEK-293 EBNA Zellen wien fir den Western Blot eingesetzt. Das rARMS2-
His_e wurde jeweils mit demARMS2 undaPenta-His Antikdrper bei 15 kDa detektiert.

Der aARMS2 und deraPenta-His Antikorper detektieren jeweils nur in desmsfizierten
Zellen bei 15 kDa das rARMS2-His e. Bei den HEK-2EBNA Zellen werden vom
0ARMS2 Antikorper keine unspezifischen Proteine Kigtet, dementsprechend ist der

Antikdrper bei eukaryotischen Zellen spezifisch.

4.2.9 Epitop Identifizierung desasARMS2 Antikorpers

Ein Epitop ist ein Bereich oder eine Sequenz gefgenein Antikdrper spezifisch bindet und
das in der Regel etwa 4 bis 12 Aminosauren umf&sstCharakterisierung der Epitope des
0ARMS2 Antikdrpers konnte spater Ruckschlisse aef ldokalisierung, Funktion oder
Struktur des ARMS2 ermdglichen. Des Weiteren koniaiexARMS2 Antikdrper polyklonal
sein und Antikdrper gegen mehrere Epitope enthald@énPeptide dieser Epitope kénnten zur
Epitop-spezifischen Reinigung der Antikorper eiredes werden, so dass man auf diese

Weise unterschiedliche monoklonale Antikdrper drlgié das gleiche Protein erkennen.

Der aARMS2 Antikorper wird nach den Vorgaben und demtékoll der Firma JPT Peptide
Technologies GmbH fiPepSPOTs kartiert. Dazu wird eine Cellulose-Membran eingese
an der Peptide, welche der Aminosauresequenz déSRRentsprechen, kovalent gebunden

sind (Abb.31). Die jeweiligen Peptide haben einerclschnittliche L&nge von
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15 Aminosauren und ihre Sequenzen uberlappten Igewmiit 11 Aminosauren der
benachbarten Peptide. DeARMS2 Antikérper wird mit einer Konzentration vonut/ml

fur den Western Blot eingesetzt.

FISTLRESVLDPGVG

LRESVLDPGVGGEGA
e

Abb.31: Die Epitop Kartierung des aARMS2 Antikorpers mittels PepSPOT. Auf der Cellulose-Membran
sind 29 Peptide kovalent an die Membran gebundeittche die gesamte ARMS2 Proteinsequenz abdecken. Ei
Peptid hat eine Lange von 15 Aminoséuren, dessgunede tberschneidet sich jeweils mit 11 Aminosduren
seiner benachbarten Peptide. Die Cellulose-Membvad fiir einen Western Blot mit 1 pg/mdARMS2
Antikorper eingesetzt. Die Peptide 9, 10 und 1hewriein Signal. Die Aminosduresequenz dieser Rejxid

dargestellt und die Gbereinstimmenden Aminosauegrdcki Peptide sind umrandet.

Im Western Blot wird ein spezifisches Signal ben deptiden 9, 10 und 11 detektiert. Die
Aminosauresequenz VLDPGVG ist bei allen drei Peaptidenthalten und ist deshalb
Bestandteil des Epitops. Es wird nur ein Epitopnidiziert, dieses kann eventuell zur

Reinigung de®®ARMS2 Antikdrpers eingesetzt werden.

4.2.10 Uberprifung der Expression des ARMS2 Protesiin humanen Geweben

Die Expression und Lokalisierung des ARMS2 wirddisr in Publikationen beschrieben
(Kanda et al. 2007). Zum einen wird die ExpresslenmRNA des ARMS2 mittels RT-PCR
in der Netzhaut und der Plazenta nachgewiesen r@&ieal. 2005). Es wird auch gezeigt,
dass die Expression des ARMS2 in der Netzhaut inglgieh zur Plazenta geringer ist. Zum
anderen wird mittels Immunofluoreszenzfarbungere éfolokalisation von rekombinantem
ARMS2 und Mitochondrien in COS-1 Zellen gezeigt fida et al. 2007). Das endogene

ARMS2 Protein in humanem Gewebe wurde bisher abeln nicht untersucht.

Das Gewebe von humaner Niere, Plazenta, RetinaHerd wird fir den Nachweis des
endogenen ARMS2 eingesetzt (Abb.32). Die Gewebe dever jeweils in einem

glucosehaltigen Puffer homogenisiert und der lbsgli€Jberstand nach einer Zentrifugation
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zur Immunprazipitation verwendet. Fir den Nachwaes ARMS2 in der Netzhaut werden
drei Netzhaute eingesetzt, um eine eindeutige Ayessder die Expression des ARMS2 zu
ermdglichen. Da aufgrund des schwachen Signal&\B&S2 mRNA in der RT-PCR, auch

ein entsprechend schwaches Signal im Westen Biareat wird. Die eingesetzte Menge an

Zelllysat wird Uber ERK1/2 Farbung normalisiert.
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Abb.32: Immunpréazipitation des ARMS2 aus humanen Gereben durch denaARMS2 Antikorper. Das
ARMS?2 wird mit Hilfe desscARMS2 Antikdrpers im Western Blot bei ca. 13 kDalngewiesen. Aufgetragen
wurde jeweils das Eluat der Immunprazipitationemi Ba. 55 kDa wird die schwere Kette deARMS2
Antikérpers detektiert. Die zur Immunprazipitati@ngesetzte Menge an Zelllysat wird auf Grundlage d

ERKZ1/2 Farbung normalisiert.

Der cARMS2 Antikorper zeigt im Western Blot ein Signatilca. 13 kDa und eins bei
ca. 55 kDa. Das Signal bei 55 kDa wird in allen @ben detektiert und entspricht dem
Molekulargewicht der schweren Kette des ImmunglmisulDas Signal bei 13 kDa zeigt in
der Plazenta und Netzhaut das endogene ARMS2. @ehweis des endogenen ARMS2
Proteins bedeutet zum einen, dass AlRBBIS2 Gen ein proteinkodierendes Gen ist und zum
anderen, das das ARMS2 Protein eine Funktion lsitznnte die Einfluss auf die
Entwicklung der AMD hat.
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4.2.11 Vergleich der Proteinexpression des ARMS2 dnder ARMS2_indel Variante in

humanen Plazenten

In einer Region, die sich vVorARMS bis hin zur Promotorregion dd4TRA1 erstreckt,
wurden 15 Hoch-Risikovarianten identifiziert, dikeamit der AMD assoziiert sein kdnnten
(Fritsche et al. 2008). Eine der Hoch-Risikovamgnist besonders auffallig, da sie ARMS2
Gen eine Insertion und eine Deletion enthalt (NML@EP667.1:c.*372_815del443ins54),
diese Variante desARMS2 wird in dieser Arbeit bezeichnet aldaRMS2 indel. Bei
ARMZ2 indel fehlen 443 bp des 3'-nicht-translatierten Bereicksschliellich des
Polyadenylierungssignals. Stattdessen ist dort 8hép-Insertion mit Sequenzmotiven, die
als destabilisierende RNA-Elemente bekannt sindafi@in 2005; Garneau et al. 2007; Fritsche
et al. 2008). DasARM2-indel ist deshalb interessant, weil durch das fehlende
Polyadenylierungssignal und die destabilisierenddifA-Elemente es hdchst wahrscheinlich
nicht, oder nur im reduzierten Mal3e translatiemdwDementsprechend kénnte das erhdhte
Risiko an AMD zu erkranken auf eine erniedrigte Kemtration oder einem Fehlen des

ARMS2 zurlick zu fuhren sein.

Die Proteinexpression des ARMS2 und des ARMS2_imded mittels Immunprazipitation
aus Plazenta-Zelllysat mit anschlielRendem Westdoh iBerprift (Abb.33). Die Plazenten
wurden genotypisiert und fur das ARMS2 (+) bzw. ABR/1indel (indel) als homozygot (+/+,
indel/indel) oder heterozygot (+/indel) klassifiziecEs werden von einem Genotyp jeweils
drei individuelle Plazenten eingesetzt, um einal@utige Aussage Uber die Expression des
ARMS2 bzw. ARMSZ2_indel zu ermoglichen. Von den Rlaen die homozygot fur das
ARMS2_indel sind, stand nur eine zu Verfigung. Oaamach schwachste Signale eindeutige
detektiert werden, werden mit der homozygoten ARMS&el Plazenta drei unabhéngige
Immunprézipitationen durchgefuhrt. Die Plazentendea jeweils in einem glucosehaltigen
Puffer homogenisiert und der I6sliche Uberstand hnaginer Zentrifugation zur
Immunpréazipitation eingesetzt. Das ARMS2 bzw. ARM®#el wird mit Hilfe des
a0ARMS2 Antikdrpers im Western Blot nachgewiesen. Biegesetzte Menge an Zelllysat

wird durch die Menge an ERK1/2 normalisiert.
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Abb.33: Immunprazipitation des ARMS2 und ARMS2_indd aus humanen Plazenten durch dea@ARMS2
Antikorper. Die Plazenten PI30, P44 und PI50 sind homozygotd&sARMS? (+/+). Die Plazenten PI39, PI46
und PI48 sind heterozygot fir das ARMS2_indel @¢i) und die Plazenta PI64 ist homozygot fur das
ARMS?2_indel (indel/indel). Das ARMS2 bzw. ARMS2_&idwird mit Hilfe desaARMS2 Antikorpers im
Western Blot jeweils bei ca.13 kDa nachgewiesenufgétragen wird jeweils das Eluat der
Immunpréazipitationen. Bei ca. 55 kDa wird die scheveKette des Immunglobulins detektiert. Die zur

Immunpréazipitation eingesetzte Menge an Zelllysiathiiber das ERK1/2 Protein normalisiert.

Das ARMS2 wird in den Plazenten PI30, Pl44 und Ri&Dca. 13 kDa detektiert. In den
heterozygoten Plazenten PI39, Pl46 und PIl48 wirdnfthls ein Signal bei ca. 13 kDa
detektiert. In der homozygoten ARMS2_indel Plazeaté4 wird kein Signal bei 13 kDa
detektiert. Bei allen Immunprazipitationen wird &ignal bei ca. 55 kDa nachgewiesen, das
dem Molekulargewicht einer schweren Kette des Imgiabulins entspricht.

Eine verminderte Expression dARMS2 bei den heterozygoten Plazenten, im Vergleich zu
denARMS2 homozyoten Plazenten, ist nur schlecht abzusamdEeadeutig ist jedoch, dass
das in deARMS2_indel homozygoten Plazenta kein ARMS2 exprimiert wir@éodie Menge

an ARMS2 unterhalb der Detektionsgrenze des We&iarts liegt. Dieser Befund unterstitzt
die These von einem erhdhten Risiko an AMD zu erkea aufgrund eines Verlustes oder

einer reduzierten Menge an ARMS2.
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5. Diskussion

Die erblichen Dystrophien der Netzhaut umfassea baterogene Gruppe von Erkrankungen,
die aufgrund von Mutationen in einem Gen zu Stéemop der Netzhautentwicklung oder

dessen Funktion fuhren. Einen kleinen Ausschnith rscheinungsbild und Verstandnis der
erblichen Netzhautdystrophien wird anhand in diesdreit behandelten Erkrankungen der
X-gebundene juvenilen Retinoschisis (XRS) und dersabhé&ngigen Makuladegeneration
(AMD) gezeigt.

Bisher werden Phospholipide, Kollagene, Kohlenhiedtand diverse Proteine, darunter auch
die Na/K-ATPase, als Bindungspartner flr das vendighe Strukturprotein RS1 diskutiert.
Jedoch konnte keiner der gefundenen Bindungsparbestatigt werden. Durch die
Uberpriifung der potentiellen Bindungspartner de4 R$inen Phospholipide und Kollagene
als Bindungspartner ausgeschlossen werden. DieuBmdn bestimmte Kohlenhydrate und
der Na/K-ATPase wird bestéatigt und deutet auf ekoenplexe Funktion des RS1, als

Vermittlerprotein zwischen verschiedenen Na/K-ATétasin.

Die ldentifizierung eines Genlokus, der mit der AMi3soziiert ist, warf die Fragen auf
welches und wie sind die Gene, die der Genlokusasstf mit der AMD verknUpft. Der
Genlokus umfasst da8RMS2 und den Promotorbereich de§RAL. Fir die Untersuchung
des ARMS2 auf Proteinebene war die Herstellung @hdrakterisierung eines Antikorpers,
als Werkzeug der Proteinbiochemie, nétig. Durch Nechweis des ARMS2 Proteins wird
gezeigt, dass da8RMS2 ein proteinkodierendes Gen ist. Zudem wird gezaigiss die
ARMS2 inddl Variante aufgrund ihres fehlenden Polyadenyliesgignals und der Insertion
von mRNA destabilisierenden Sequenzen nicht tréadlawird. Das Fehlen des ARMS2
bietet, durch den daraus resultierenden Funktichsste eine Erklarung fir das erhdhte
Risiko an AMD zu erkranken. Die Assoziation des HIRmit der AMD kann jedoch nicht

ausgeschlossen werden.

5.1 Die Rolle des Retinoschisins bei der X-gebundamjuvenilen Retinoschisis

Die X-gebundene juvenile Retinoschisis (XRS) isheeiNetzhautdystrophie, die durch

Mutationen im Retinoschisin GeliR%l) zu charakteristische Aufspaltungen in den inneren

Netzhautschichten und zu zystischen Veranderungerzehtralen Netzhaut fuhrt. Ungefahr
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die Halfte der Patienten entwickeln auch periphdamifestationen in der Netzhaut (George
et al. 1995; Sauer et al. 1997). Die MutationenRB81 sind grol3tenteils in der Sequenz
lokalisiert, die fur die Discoidin Doméane des RSadiert (www.dmd.nl/rs/). Von der
Discoidin Domaéne ist bekannt, dass diese an besgnifomponenten der Plasmamembran
bindet, wie z.B. Kollagene, Phospholipide und derkNATPase, und eine Funktion bei der
Zelladhesion oder bei Entwicklungsprozessen hatifigmrtner et al. 1998; Kiedzierska et al.
2007). Die extrazellulare Lokalisation des RS1 an &hotorezeptoren und Bipolarzellen,
sowie die zellulare Disorganisation der Netzhaut gi&togenen Mutationen iRSL Gen,
deuten auf eine Funktion in der Organisation undasion der Zellen hin (Weber et al.
2002). Bisher ist unklar wie das RS1 an der Plasemalpnan bindet, welche Bindungspartner
es hat und welche Funktion das RS1 ausubt.

In dieser Arbeit wird die Bindung des RS1 zu Phadipiden, Kollagenen, Kohlenhydrate
und der Na/K-ATPase untersucht, um mit Hilfe desdBngspartners auf eine mogliche
Funktion des RS1 zu schlieRen. Desweiteren wirdEiefluss der oligomeren Struktur des
RS1 bei der Bindung zur Plasmamembran und den fpeiten Bindungspartnern tberprift.
Fur die Arbeit stand mir die RS1-KO-Maus zur Vertig, mit dessen Hilfe ich eine Methode
entwickelt habe die Bindung von rekombinantem RERIS() an homogenisiertem Gewebe
der RS1-KO-Maus Netzhaut zu untersuchen. Die Bigddes rRS1 wurde charakterisiert,
indem unterschiedliche RS1-Mutanten fir die Bindwuarg die RS1-KO-Maus Netzhaute
eingesetzt wurden und durch die Zugabe von Peptatksr Kohlenhydraten, welche die
Bindung des rRS1 zur RS1-KO-Maus Netzhaut blockrertDie Bindung des rRS1 zu
Phospholipiden und Kollagenen wurden durch ELISArphift, wohingegen die Bindung zur
Na/K-ATPase mit Hilfe von Immunprézipitationen ursiecht wurde.

5.1.1 Die RS1-KO-Maus Netzhaut als Mittel zur Charkterisierung des RS1

Die RS1knock out-Maus (RS1-KO-Maus) ist ein ideales Model fur diga€akterisierung des
RS1, da es viele Parallelen zum menschlichen Kratsthild der XRS aufweist, wie z.B. die
zystenahnliche Strukturen in der inneren und pergh Netzhaut und das charakteristische
negative ERG (Weber et al. 2002). Die Degeneratlen Netzhaut bei RS1-KO-M&ausen
beginnt schon in den ersten Wochen nach der GéBettrig et al. 2006). Die Apoptose der

Photorezeptoren in der RS1-KO-Maus ist schon beldge alten Tieren zu detektieren und
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erreicht seinen Hohepunkt bei ca. 18 Tage alteremiéGehrig et al. 2006). Das Auge einer
14 Tage alten RS1-KO-Maus ist nahezu vollstandigviekelt und die zellulare Struktur der
Netzhaut ist noch intakt. Zu diesem Zeitpunkt emttp die Netzhaut der RS1-KO-Maus
nahezu einer gesunden Netzhaut, nur ohne das R&dirPrin der 14 Tage alten RS1-KO-
Maus Netzhaut sind wahrscheinlich auch die Bindpagser vom RS1 noch vorhanden und
richtig lokalisiert. Das macht die Netzhaut einetr Tage alten RS1-KO-Maus zu einem
idealen Modell, um die Bindung des RS1 an die Naizlzau untersuchen.

Die Zugabe von rekombinantem RS1 (rRS1) zu verdehien Geweben der RS1-KO-Maus
zeigt, dass das rRS1 spezifisch an das Gewebeeadeh&ut bindet. Offensichtlich enthalt die
Netzhaut den Bindungspartner des RS1, wohingegerGédwebe wie Herz, Lunge, Leber
oder Niere diesen nicht enthalten. Durch die Birgduon rRS1 an die Netzhaut der RS1-KO-
Maus laf3t sich nicht der Bindungspartner idengfien, jedoch laft sich mit dieser Methode
die Bindung des RS1 zum Bindungspartner charalaezis und damit Rickschlisse auf die
Funktion des RS1 und dessen Bindungspartner ziehen.

Uber die Struktur-Funktionsbeziehung des RS1 isihdsi nur wenig bekannt. Das RS1 wird
als homo-oktameres Protein von den PhotorezeptordrBipolarzellen sezerniert (Weber et
al. 2002). Missense-Mutationen im RS1, insbesondere innerhalb der disec Domane,
fuhren zu einer Missfaltung des Proteins und werdeshalb gréf3tenteils nicht von den
Zellen sezerniert (Wu & Molday 2003; Wang et al0g) Eine Sonderstellung scheinen die
Cysteine C40, C59 und C223 im RS1 einzunehmenhdiiec Disulfidbriickenbindungen fir
die oligomere Struktur ausgebildet werden (Wu e2@05). Die RS1-Mutanten C40S, C59S
und C223S sind pathogen, sie werden jedoch trotzdemden Zellen sezerniert (Wu &
Molday 2003). Die Proteinstruktur dieser RS1 Cystdutanten ist offensichtlich intakt, da
sie an die Plasmamembran binden. Die RS1 Cysteitaien binden unabhangig von der
oligomeren Struktur an die Netzhaute. Dies deweauf hin, dass die oligomere Struktur des
RS1 nicht fur die Bindung an die Plasmamembarn tigaht, sondern flr dessen Funktion.
Das RS1 Monomer besteht hauptsachlich aus der idisddomane. Die Discoidin Domane
ist aus anderen Proteinen fir die Binding an Phagpde, Kollagene, Integrine und
Galactose bekannt, wie z.B. dem HMFG2 und den Bhiutgungsfaktoren V und VI
(Kiedzierska et al. 2007; Aragao et al. 2008). Birdung zum jeweiligen Bindungspartner
erfolgt Uber drei Peptid-Schlaufen, den sogenan8pekes, die aus der globuldren Struktur
der Discoidin Doméne herraus ragen (Kiedzierska aét 2007). Abhangig vom
Bindungspartner sind di€pikes unterschiedlich an der Bindung beteiligt und erhaotgn

dadurch Ruckschlisse auf den jeweiligen Bindunggpatles RS1 zu (Kiedzierska et al.
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2007). Die Bindung an die Phospholipide, insbesomdcan das Phosphatidylserin, erfolgt
Uber die Seitenketten der aromatischen Aminoséauoanallen drei Spikes (Fraternali et al.
2003). Fur die Bindung an die Kollagene sind $pkes 1 und 3 elementar (Leitinger 2003).
An bestimmte Integrine bindet die Discoidin Domaieer die Aminosauresequenz Arginin
(R), Glycin (G) und Asparaginsaure (D), dieses REA@f ist in Spike 3 lokalisiert
(Andersen et al. 2000). Das RS1 enthalt kein RGDHMda es anstelle des Glycins ein
Cystein im eigentlichen RGD-Motif enthalt. Die Bunty an Galactose erfolgt tGber eine
Spalte, die sich zwischen zwei Discoidin Doméanesbddet. Die Bindung der Galactose wird
vermutlich vomSpike 1 unterstitzt (Aragao et al. 2008).

Welche Spikes fur die Bindung des RS1 an die RS1-KO-Maus Netrzleatscheidend sind,
wurde durch die Kompetition mit Peptiden die anatbgy Sequenz defpikes 1-3 sind
Uberpruft. DerSpike 3 nimmt offensichtlich eine zentrale Rolle bei @ ndung des RS1 zur
Netzhaut ein, da das Peptid 3 die Bindung vollstibtbckiert. Aufgrund der Disulfidbricke
C110-C142 zwischen degpikes 2 und 3 und der daraus entstehenen raumlichen $¢isent
der Spike 2 ebenfalls an der Bindung des RS1 zur Netzhatdiligt zu sein, da es die
Bindung teilweise blockiert.

Das Peptid analog d&pike 1 hat keinen Einfluss auf die Bindung des RS1 zeizhaut. Die
Kombination deiSpikes die an der Bindung des RS1 zu seinem Bindungsgraboteiligt sind
entspricht keinem bisher bekannten Bindungspaseimer Discoidin Domane und deutet auf
einen bisher unbekannten Bindungspartner hin.

Das RS1 bindet unabhangig von seiner oligomeremFor die RS1-KO-Maus Netzhaut. Da
alle RS1 Monomere identisch sind, binden sie allehaa den gleichen Bindungspartner. Die
homo-oktamere Struktur des RS1 wirft folgende Fnagef: Warum bindet ein RS1 an acht

identische Bindungspartner und was ist der Bindpagseer?
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5.1.2 Potentielle Bindungspartner des Retinoschisin

In der Literatur werden Phospholipide und versolined Proteine als Bindungspartner des
RS1 beschrieben (Molday et al. 2007; Vijayasaragtyal. 2007). Bislang sind diese

Bindungspartner jedoch noch nicht von anderen Gapgestatigt worden. In dieser Arbeit

wird die Bindung des RS1 zu Phospholipiden, Kollege Sacchariden und im Besonderen
der Na/K-ATPase Uberpruft. Die Phospholipide, Sadde und die Na/K-ATPase werden in

der Literatur als Bindungspartner des RS1 besabmielwvohingegen die Kollagene als

Bindungspartner anderer Discoidin Doméne enthadtendroteine bekannt sind (Leitinger

2003; Molday et al. 2007; Vijayasarathy et al. 20Dyka et al. 2008).

5.1.2.1 Phospolipide als Bindungspartner des Retisohisins

Die Bindung der Discoidin Domane an Phospholipig¢ vom HMFG8 sowie den
Blutgerinungsfaktoren V und VIII bekannt. Sie bindeweils an das Phosphatidylserin (PS)
(Macedo-Ribeiro et al. 1999; Pratt et al. 1999; éusén et al. 2000). Fiur das RS1 wurden
anionische Phospholipide, als Bindungspartner merai computergeneriertemnilico)
Model vorgeschlagen (Fraternali et al. 2003). Drar@lage fur dag silico Model vom RS1
war die Struktur des Blutgerinnungsfaktors V, dae ésequenzhomologie von 37,7 % zum
RS1 besitzt (Fraternali et al. 2003). Darauf aufimau exprimierten Vijayasarathy und
Mitarbeiter die Discoidin Domane des RS1 als GS$idnsprotein und untersuchten dessen
Bindung zu Phospholipiden, die auf einer Celluldsambran fixiert waren (Vijayasarathy et
al. 2007). Vijayasarathy beschreibt eine starken#tt der Discoidin Domane des RS1 GST-
Fusionsprotein zu anionischen Phospholipiden wieospPhatidylinositol-phosphaten,
Phosphatidylinositol-di-phosphaten und Phosphat&hyh. Diese Ergebnisse stehen zur
Diskussion, da die Bindung des RS1 durch immobiliss PS mittels ELISA oder aus
Netzhauten hergestellten Liposomen nicht reprodunierden konnte (Molday et al. 2007).
Diese widersprichlichen Ergebnisse wurden in didseeit, zum einen durch immobilisierte
Phospholipde und zum anderem durch artifizielledpholipidvesikel Uberprift. Weder die
immobilisierten Phospholipde noch die artifiziellBhospholipidvesikel zeigen eine Affinitat
des RS1 zu anionischen Phospholipiden. Im GegerzsatZijayasarathy und Mitarbeitern
wurde die Bindung zu Phospholipiden nicht mit einemE. coli exprimierten Discoidin

Domane GST-Fusionsprotein untersucht, sondern neitn din eukarjotischen Zellen
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exprimiertem RS1 Protein. Die von Vijayasarathy dheebene Affinitat des RS1 zu
anionischen Phospholipiden ist wahrscheinlich eirtefdakt und durch eine fehlerhafte
Faltung des GST-Fusionsproteins zu erklaren. Dasl R@thalt mehrere Disulfid-
Bruckenbindungen, die bei einer ExpressiorEircoli nicht oder nur willkirlich gekntpft
werden (Sevier & Kaiser 2002).

Gegen eine Bindung des RS1 an PS spricht auchpdifische Bindung des rRS1 an die
Netzhaut der RS1-KO-Maus. Da das PS ein Bestafastl aller Plasmamembranen ist
(Pomorski et al. 2001), hatte das rRS1 auch anaaleren Gewebe der RS1-KO-Maus
binden muissen. Die Bindung des RS1 an Phospholikichete durch drei unabhangige
Methoden nicht bestatigt werden, dementsprecherdl e spezifische Bindung zu PS und
anderen Phospholipiden ausgeschlossen.

5.1.2.2 Kollagene als Bindungspartner des Retinossins

Die Discoidin Domane Rezeptoren 1 und 2 (DDR1, DpPRiad Zelloberflachenrezeptor
Tyrosin Kinasen, die spezifisch mit ihrer Discoiddmane an die fibrillenartigen Kollagene
[, 1l und Il binden und Funktionen der Signaltrdoktion sowie der Zell-Adh&sion
Ubernehmen (Curat et al. 2001; Leitinger et al.220Das RS1 ist ebenfalls extrazellular an
der Zelloberflache lokalisiert und das Krankheisbder XRS zeigt einen Verlust der
Zellorganisation durch verminderte Zell-Adhasiore@®&e et al. 1996; Weber et al. 2002).
Aktuell sind 28 Kollagentypen bekannt, die sichhrer Struktur und Sequenz unterscheiden
(Myllyharju & Kivirikko 2004; Veit et al. 2006). [y Bindung des RS1 wurde mittels ELISA
fur die Kollagene | bis V Uberprift. Die Kollagerebis V sind die wahrscheinlichsten
Bindungspartner fur das RS1, wenn das RS1 aufciieiVeise wie das DDR1 oder DDR2
an Kollagene bindet. Diese Kollagene sind die biglhezigen bekannten Kollagene die lange
fibrillare oder netzartige molekulare Strukturershilden (Prockop & Kivirikko 1995). Die
Kollagene | bis V werden in unterschiedlichen Gesrekxprimiert, was im Widerspruch zur
gewebespezifischen Bindung des RS1 steht. In méirmegit wird keine Affinitat des RS1 zu
den Kollagenen | bis V festgestellt und dementdpead bindet das RS1 nicht wie das DDR1
oder DDR2 an die Kollagene. Deshalb werden dieséagene als Bindungspartner fur das
RS1 ausgeschlossen.
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5.1.2.3 Saccharide als Bindungspartner des Retindsgsins

Die Discoidin Doméane wurde ursprunglich im Discaidliund Il (Disc |, Disc Il) des
SchleimpilzesDictyostelium discoideum identifiziert (Cooper et al. 1983). Disc | und Il
binden an Saccharidderivate mit Galactosekonfoonatiwie N-Acetlyb-Galactosamin
(GalNAc) oder MethylB-Galactosid fMeGal) (Aragao et al. 2008). Seit kurzem ist bekann
dass die oktamere und dimere Form des RS1 spéré#is€alactose, nicht jedoch an GalNAc
oderf3MeGal, binden (Dyka et al. 2008). Abgesehen voerildindung zu Galactose haben
RS1 und Disc Il weitere Gemeinsamkeiten, wie eiligomere Struktur und di&pikes der
Discoidin Domane mit der sie an die Bindungsparthénden. Das Disc Il ist ein
homotrimeres Protein, dass das Saccharid-Derivadger Spalte zwischen zwei Monomeren
mit Hilfe der Spikes 2 und 3 seiner Discoidin Domane bindet (Aragao et al. 200&s RS1
ist ein Homooktamer, das ebenfalls nur in seinegoateren Form an immobilisierte
Galactose bindet (Dyka et al. 2008). Die Affinidds monomeren RS1 zur Galactose ist
vermutlich geringer, als die des oligomeren RS1nde bei einem Oligomer eine Spalte
ahnlich wie beim Disc Il gebildet werden kann. Dadbhbindet das monomere RS1 nicht an
die immobilisierte Galactose. Die Bedeutung &pikes2 und 3 fur die Bindung an den
Bindungspartner wird durch das Blockieren der Bmglades RS1 an die Netzhaut der RS1-
KO-Maus mit den entsprechenden Peptiden gezeigt.

Das RS1 bindet unabhéngig von seiner oligomeremFor die Netzhaut der RS1-KO-Maus.
Durch die Gegenwart der Galactose wird die Bindw®s oktameren, dimeren und
monomeren RS1 zur RS1-KO-Maus Netzhaut inhibieresDeutet auf eine Bindung der
Galactose in einem Bereich des RS1, welcher fuBdidung zur Netzhaut entscheidend ist.
Die spezifische Bindung des RS1 zur Netzhaut kacint mlleine durch die Galactose erklart
werden, da sie extrazellular als Monosaccharid wbsl ubiquitdrer Bestandteil der
Glykosylierung von Proteinen vorkommt (Gandhi & Marna 2008). Eine Bindung an das
Monosaccharid ist fir das membrangebundene RS1hrsalzinlich. In Kombination mit
einem Protein, bei dem die Galactose BestandteiGtikosylierung ist, konnte die Galactose

eine notwendige Bedingung fur die Bindung des R&%tdllen.
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5.1.2.4 Die Na/K ATPase als Bindungspartner des Rebschisins

Im Gegensatz zu den bisher diskutierten Bindungsear des RS1, sind die
03/B2 Untereinheiten der Na/K-ATPase als Bindungspartiee Discoidin Domane erst seit
kurzem bekannt. Molday und Mitarbeiter (2008) idfezierten die Na/K ATPase als
Bindungspartner des RS1 mittels der Immunprazipitaton Wildtyp Maus Netzhautproben
und zeigten auch die Kolokalisation des RS1 mitN&tK ATPasen3 Untereinheiten in der
Netzhaut. An welche der beiden Na/K ATPase Untéegien das RS1 bindet, konnte nicht
bestimmt werden. Aufgrund der wesentlich gréReretragellularen Domane dee2-
Untereinheit wird vermutet, dass diese der entgiemele Bindungspartner ist.

Die Bindung des RS1 zur Na/K ATPase wird durch dmmunprazipitation mit
rekombinantem RS1 und RS1-KO-Maus Netzhaut bestafilgirch die Bindung der
extrazellularen Doméane d@2-Untereinheit an das RS1 wird die Hypothese gestdass
diese Untereinheit der essentielle BindungspaiisteDie vollstandige Glykosylierung und
die Membranstandigkeit d@2-Untereinheit spielt offensichtlich keine Rolle flie Bindung,
da die extrazellulare Doméane trotz verminderter k@s$ylierung und fehlender
Transmembrandomane an das RS1 bindet. Unerwattetass das rRS1 nicht an die
rekombinant exprimiertea3/B32 Untereinheiten der Na/K ATPase in HEK-293 EBNAI&e
bindet. Es wurde gezeigt, das die rekombinantgfs2 Untereinheiten der Na/K ATPase in
der Plasmamembran der HEK 293 EBNA Zellen lokatisiend auch glykolisiert sind.
Offensichtlich wird die Bindung des rRS1 zu deB/32 Untereinheiten der Na/K ATPase
blockiert, wenn die Untereinheiten rekombinant iall@n exprimiert werden, in denen sie
normalerweise nicht vorhanden sind. Es ist bekamlass die Na/K ATPase in der
Plasmamembran in einem Multi-Enzym-Komplex (MEK)eggriert ist (Zhang et al. 2008).
Dieser MEK setzt sich aus zelltypspezifischen Rnete wie z.B. Caveolin, EGFR, PLC,
PI3K oder Src zusammen (Schoner & Scheiner-Bobd¥ 2Bhang et al. 2008). Diese MEK
sind in Caveolae odéipid rafts lokalisiert (Vagin et al. 2005; Welker et al. 200Zaveolae
sind Einstllpungen der Membran durch Caveolin Breteund haben ahnlich wie die
lipid rafts eine detergenzresistente Lipidzusammensetzungo(fing Ikonen 1997). Die
lipid rafts sind kleine Domanen in der Membran, die sich d@icle hohere Konzentration an
Glykolipiden, Sphingolipiden und Cholesterol abgem (Simons & Vaz 2004). Durch ihre
Lipid-Zusammensetzung kénnen die Caveolae lynd rafts den Transport von Proteinen in
bzw. auf der Membran beeinflussen und die Inteoaktion Membranproteinen sowie dessen

Signalwege regulieren (Simons & Ikonen 1997). Aufgt der Vielzahl an Bindungspartnern



Diskussion 106

ist es wahrseinlich, dass die rekombinant exprit@i&la/K ATPase in den HEK-293 EBNA
Zellen nicht an das rRS1 bindet, weil die potelgrelBindestellen der Na/K ATPase durch
andere Proteine aus dem MEK verdeckt wird.

Das RS1 bindet direkt und ohne unterstitzende Faktavie z.B. Proteine oder die
Plasmamembran an die extrazellulare Doméane3dddntereinheit der Na/K ATPase. Wenn
die Na/K ATPase jedoch in die Plasmamembran irgeist, bindet das RS1 offensichtlich
nur an die Na/K ATPase, wenn diese in dem fur ddzhaut spezifischen MEK integriert ist
und nicht im MEK aus einem anderen Gewebe.

Das Besondere an der Bindung des RS1 zur Na/K AfTRasdass die Spezifitat der Bindung
nicht alleine auf die gewebespezifischen Expresbigider Bindungspartner beruht, sondern
scheinbar noch durch andere gewebespezifische réakio der Plasmamembran beinflusst
wird. Dieser hohe Grad an Spezifitat, der durch ghevebespezifische Expression des RS1
und der Na/K ATPase und dem Einfluss anderer gespslzéfischer Faktoren unterliegt,
deutet auf eine exklusive Funktion des RS1 in dezhhaut hin.

Das RS1 ist wahrscheinlich ein symmetrisch homeuolres Protein aus identischen
Monomeren (Wu et al. 2005). Somit binden alle Moeoen auch an identische
Bindungspartner bzw. an das identische Bindungsmblie oktamere Struktur des RS1 ist
fur die Bindung der Na/K ATPase nicht notwendigsdhon das RS1 Monomer an sie bindet.
Ein sich mehrfach wiederholendes Bindemotiv istlér Na/KATPase nicht bekannt. Somit
liegt es nahe, dass jeweils ein RS1 Monomer an Bk ATPase bindet. Im Fall des
oktameren RS1 bedeutet es, dass das RS1 an adtiAlN@Asen bindet. Unterstitzt wird
diese Hypothese dadurch, dass die NslRase in der Plasmamembran nicht nur als
Protomer @f3), sondern auch als Di- und Tetraprotomei3jg, (af3)s) vorliegt (Kobayashi et
al. 2007; Mimura et al. 2008). Aufgrund der intetedwlaren Disulfidbriicken des RS1
kénnten zwei unterschiedliche Strukturen ausgebiderden (Wu et al. 2005). Zum einen
kann das RS1 eine ringformige Struktur ausbildem anderen eine saulenférmige Struktur

aus zwei sich gegenuber liegenden Tetrameren (Ahpb.3
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Abb.34: Zwei Strukturmodelle des RS1 mit den ATPase3/B2-Untereinheiten.A) Ringférmiges Model des
RS1 Uber die C59-C223 DisulfidbriickeB) Saulenférmiges Model des RS1 durch die Verbindewgier
Tetramere uber die C40-C40 Disulfidbriicken. Das BEin Blau, diea3-Untereinheit in hell griin und di2-
Untereinheit ist in dunkelgrin dargestellt. Die tgebkelte Linie stellt die C59-C223 Disulfidbruckend die
durchgezogene Linie die C40-C40 Disulfidbriicke &1 dar. Die Abbildung ist modifiziert nach Molday
2005.

Beide Strukturmodelle des RS1 sind mit der oligenefForm der Na/K ATPase vereinbar.
Das ringférmige Model wiirde an die protomere odpradomere Na/K ATPase binden, weil
sie die Bewegungsfreiheit der einzelnen RS1 Monemaricht so einschranken wie die
tetraprotomere Form es tun wirde. Ein Tetraprotodwr Na/KATPase entspricht dem
saulenféormigen Modell des RS1, dabei wirde jewails Tetraprotomer auf einer Seite des
RS1 binden. Welches dieser Modelle eher der Wikkit entspricht, ist bisher nicht

abzuschéatzen.

5.1.3 Potentielle Funktionen des Retinoschisins fitie Na/K ATPase

Die Identifizierung der Na/lRTPase als Bindungspartner und das bessere Venssaddr

Struktur-Funktions Beziehung des RS1 er6ffnen uwalae Fragestellungen fir die Funktion
der Netzhaut und damit auch fir den Pathomechasisdan XRS. Basierend auf dem
Phanotyp der RS1-KO-Maus wurde die Funktion des RBher als Gerustprotein oder

Adhasionsprotein zur Verbindung von Zellen besdiaie weil in Abwesenheit des RS1 die
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Photorezeptorzellen degenerieren und ein VerlusiZédorganisation eintritt (Weber et al.
2002; Wu et al. 2005).

Durch die Erkenntnis, dass die Na/K ATPase ein 8ng$partner des RS1 ist, muss man die
Funktion des RS1 neu Uberdenken. Es existiert al& ATPas32 Untereinheit KO-Maus
die einen @hnlichen Phanotypen in der Netzhautiekélt wie die RS1-KO-Maus (Magyar et
al. 1994; Weber et al. 2002). Beide KO-Méause zemjap Degeneration der Photorezeptoren
und eine Verminderung der Zelladh&sion in der NaithDer Phanotyp der RS1-KO-Maus
ist auf die Netzhaut begrenzt, wohingegen der Pigano der
Na/K ATPasd32 Untereinheit KO-Maus ubiquitar ist. Aufgrung asssentiellen Funktion der
Na/K ATPase als Regulator des Membranpotentials 6rgeh zum Phanotyp der
Na/K ATPasd32 Untereinheit KO-Maus Defekte wie z.B. motoriscHakoordination,
Degeneration der Astrozyten und Bildung von Vakoole Gehirn (Magyar et al. 1994).
Diese Defekte fuhren in der Regel zum Tod der Tmaeh 17-18 Tagen (Magyar et al. 1994).
Warum fuhrt der Verlust eines vermeindlichen Stngitoteins, das an die Na/K ATPase
bindet, zu einen ahnlichem Phéanotyp in der Netzhaet der Verlust der Na/RTPase
selbst? Die Na/KATPase bendtigt fur ihre Funktion in den anderenw@mn kein
Discoidin Doméane enthaltendes Protein, zumindédiisher keines bekannt. Das Besondere
am RS1 ist zum einen seine exklusive ExpressiodemNetzhaut und zum anderen seine
homo-oktamere Struktur, die eine Bindung an venctutlbbis zu acht Bindungspartner
ermoglicht. Das deutet zum einen auf eine gewelédsmhe Funktion des RS1 und zum
anderen auf eine lokale Konzentrierung des Bindpaugsers hin. Von der Na/KTPase ist
bekannt, dass sie das Membranpotential und di&iggelwege auf zweierlei Arten reguliert,
zum einen durch die direkte Interaktion mit andelReateinen und zum anderen durch die
Konzentration der Na/konen (Xie & Askari 2002; Orlov & Hamet 2006; Zhaagal. 2008).
Fur das RS1 sind folgende Funktionen in Bezug auNd/KATPase denkbar:

1) Es dient als Gerustprotein, das die Position déKRJ Pase in der Plasmamembran
fixiert und die Bildung von Multi-Enzym-Komplexemterstitzt. Als Gegenargument
fur diese Hypothese steht, dass die N&lase in keinem anderm Gewebe ein
solches Helferprotein hat, sondern sich wahrscithirdurch die Verknipfung seiner
Glycanketten und mit den Glycanketten benachbaflerK ATPasen in der
Plasmamembran ausrichtet (Vagin et al. 2007).

2) Es dient als Vermittlerprotein zwischen den N&/KPasen, indem es an bis zu acht

Na/KATPasen bindet und die Aktivitat bzw. die Konforimnasanderung einer
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Na/K ATPase den anderen Na/K ATPasen mitteilt. Bs bekannt, dass der
Blutgerinnungsfaktor VIII  durch die Bindung an Ppbgdylserin eine
Konformationsanderung durchfuhrt (Purohit et al. 020 Eine
Konformationsanderung des RS1 durch die BindungeanBindungspartner oder eine
Konformationsanderung induziert durch einen Bindyoagtner ist ebenso denkbar.
Das Pumpen der lonen erfordert mehrere Konformsdioderungen von der
Na/K ATPase  (Scheiner-Bobis  2002; Morth et al. 2007 Diese
Konfomationsédnderungen der Na/K-ATPase konnten #omtionsdnderungen bei
einer Untereinheit des RS1 bewirken. Da die Unbérgiien des RS1 uber
Disulfidbricken miteinander verbunden sind, kéndiese Konformationséanderung
auf die anderen Untereinheiten des RS1 Ubertraggden und diese Ubertragen die
Konformationsanderung jeweils weiter auf die andegebundenen Na/KTPasen.
Der Vorteil einer solchen Verbindung der Na/K AT@adiber das RS1 ware eine
direkte Komunikation zwischen den NafPasen oder eine Synchronisation der
Na/KATPase Aktivitaten. Die Synchronisation der N&KPase Aktivitaten erhoht
die Pumprate und beschleunigt die Wiederhersteltl@sgMembranpotentials (Chen &
Dando 2008). In einem so aktivem Gewebe wie derziNett erscheint eine
Maximierung der Na/KATPase Aktivitat sinnvoll, weil die Zellen in derelizhaut
sehr haufig und schnell ihr Membranpotential vegindmissen, um die Lichtreize
weiter an das Gehirn zu leiten. Eine Synchronisatdier Na/K ATPasen bedeutet nicht
zwangslaufig nur eine Regulation der Pumpleistisondern auch eine Verstarkung

von Signalen durch die mehrfache Aktivierung eiS&galwegs.

Fur die zukinftige Charakterisierung der Bindung eRS1 an die Na/K ATPase ware die
Klarung, welches der beiden RS1-Strukturmodelle b(AB2) der Realitat entspricht sehr
hilfreich, da die Struktur weitere Schlisse aufimktion des RS1 zulieBen. Das Ringmodel
des RS1 steht fiir eine einseitige Konzentrierung MK ATPase an der Zelloberflache,

wohingegen das Saulenmodel als Verbindung zwisahen Zellen die Zell-Zell Adhasion

starken und auch zur Signaltransduktion zwischenZiglen dienen kdnnte. Zudem wére es
ein weiterer Schritt zu einem besseren Verstandeismolekularen Ablédufe innerhalb und

zwischen den Zellen der Netzhaut.
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5.2 Die Assoziation des ARMS2 mit der AMD

Die altersabhdngige Makuladegeneration (AMD) isheeiErkrankung des Auges bei
Menschen ab dem 50. Lebensjahr mit einer multifaddlen Atiologie (Hawkins et al. 1999).
Die AMD ist eine komplexe genetische Erkrankung wiglen beteiligten Genen, deren
Effekte auf die Krankheit unterschiedlich stark gegragt sind (Edwards & Malek 2007).
Zusatzlich zu den genetischen Faktoren spielen Utfak®ren wie z.B. das Alter, Rauchen
und Gewicht eine wichtige Rolle bei der Pathogen@emup. 2000). Als dritthaufigste
Ursache fur Blindheit (Resnikoff et al. 2004) undifgaund der demographischen
Entwicklung, einhergehend mit den gesteigerten hebemvartungen, rickt die AMD immer
weiter in den Fokus der Forschung und der Offelmitkit.

Im Jahr 2005 wurde durch eine Meta-Analyse von Hapgsdaten ein AMD-
Suszeptibilitdtslocus beschrieben, der fir die @twsomenregion 10g23.33-10qter eine
genomweite Signifikanz aufzeigte (Fisher et al. 0MMittels einer SNP-Feinkartierung
wurde das Kopplungssignal auf eine kleine Regiamgegrenzt, welche die zwei Gene
ARMS2 und HTRA1 enthalt. Aufgrund des starken Koplungssignals isser Region kann
nicht weiter zwischen diesen beiden Genloci unteesten werden (Jakobsdottir et al. 2005).
Die Entscheidung, welches Gen oder ob beide GeheleniAMD assoziiert sind, kann nur
experimentell gelost werden. Demzufolge ist einealfse der Proteine vVOARMS2 und

HTRAL fur ein besseres Verstandnis der Pathogenese M uaumganglich.

In meiner Dissertation habe ich das ARMS2 Proteiw.beine besondere Variante des
ARMS2 (ARMSZ2_indel) in humanem Gewewebe nachgewieBadurch wird gezeigt, dass
dasARMS ein proteinkodierendes Gen ist und die fehlendpré&ssion der ARMS2_indel
Variante lasst auf einen Funktionsverlust schlief®&m zu einem erhdhten Risiko fuhrt an
AMD zu erkranken.

Hierzu wurde ein Reinigungsprotokoll entwickelt, wuekombinantes ARMS2 (rARMS2) zu
isolieren. Das rARMS2 wurde fir die Gewinnung vopezfischen Antikérpern aus
Kaninchen benutzt. Dies®@ARMS2 Antikérper wurden gereinigt, charakterisiarhd
anschlieBend daflr eingesetzt, endogenes ARMSRrmahem Gewebe zu detektieren. Des
Weiteren wurde das ARMS2 und die ARMS2 indel Vagann humanen Plazenten
charakterisiert (Fritsche et al. 2008).
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5.2.1 Expression und Reinigung von rekombinantem ARS2

Das rARMS2-His wurde unter denaturierenden Bediggangereinigt, um die fir Hisg
Fusionsproteine typischen Einschlusskdrperchendsuhg zu bringen (Burgess 2009). Die
Reinigung durch einen Imidazol Stufengradienten ¢glinhte einen Reinheitsgrad von
ca. 80 % und sorgte fur eine konzentrierte Elutles Proteins. Fur weiterfuhrende Arbeiten,
wie z.B. strukturaufklarende Methoden (NMR-Spektaopse, Protein-Kristallographie)
musste der Reinheitsgrad durch z.B. eine anschmig3&roRenausschluss Chromatographie

gesteigert werden.

Die denaturierende Reinigung des rARMS2-His in Geget von Harnstoff machte eine
anschlieBende Renaturierung erforderlich. Ein Austh des Puffers zu physiologischen
Bedingungen fluhrte, unabhéngig von der Geschwimgligkies Puffer-Wechsels, zur
Prazipitation des rARMS2-His. Die Prazipitation desRMS2-His kann zwei Ursachen
haben:

1) Das Protein ist nicht korrekt gefaltet und digdtophoben Doméanen des Proteins
verursachen eine Aggregatbildung (McCarney et @052 Doglia et al. 2008). Die Bildung
solcher Aggregate wurde zwar durch Detergenzienzvide Tween-80 minimiert, jedoch war
das rARMS2-His auch ohne Detergenz bis zu einen$iaff-Konzentration von ca. 60 mM
I6slich. Bei dieser geringen Konzentration sollex éHarnstoff keinen Einfluss mehr auf die
Proteinfaltung haben (Chrunyk & Matthews 1990). Warder vollstdndige Entzug des
Harnstoffes zur Prazipitation des rARMS2-His fuhis¢ unklar.

Die Faltung und damit die Ldslichkeit des rARMSZHi©nnte durch die zusatzliche Fusion
des rARMS2-His mit einermaltose binding protein (MBP) alsTag verbessert werden. Das
MBP ist fUr seine gute Loéslichkeit bekannt, da esmwutlich die Faltung des naszierenden
Fusionsproteins unterstitzt und so der Bildung &ggregaten entgegen wirkt (Sahdev et al.
2008).

2) Das ARMS2 selbst ist offensichtlich nicht I6klic da es vermutlich ein
membranassoziiertes Protein ist und an hydrophdhehé&n bindet (Kanda et al. 2007;
Fritsche et al. 2008). Deshalb minimiert das ARMS@rmutlich seine hydrophobe
Oberflache, indem es sich mit anderen ARMS2 Molkeki#usammen lagert und auf diese
Weise unlésliche Aggregate bildet.

Die Lokalisation des ARMS2 in der Zelle ist unkl&inerseits wurde das rekombinante
ARMS2 an bzw. in der auf3eren Membran der Mitochiemdiokalisiert (Kanda et al. 2007,
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Fritsche et al. 2008). Andererseits wird das ARM®B2h im Zytosol von ARPE19 Zellen
nachgewiesen (Wang et al. 2009). Fur die weiterar&iterisierung des rekombinanten
ARMS?2 Proteins ist zu klaren, inwiefern das ARMS2khaupt ein l6sliches Protein ist.

5.2.2 Nachweis des endogenen ARMS2 mit deARMS2 Antikorper

Der aARMS2 Antikdrper wurde aus einem Kaninchen gewonndas mit E. coli
exprimiertem rARMS2-His immunisiert wurde. Die Rigung des Antikorpers erfolgte
gegen unspezifisch&. coli Proteine, Hexa-Histidin Peptide und das rARMS2-Hiser
gereinigte Antikorper detektierte im Western Blotit ntransformierten E. coli Zellen
hauptsachlich das rARMS-His und in geringem MaReizamspezifischee. coli Proteine.
Eine Western Blot Analyse mit transient transfi@arHEK-293 EBNA Zellen detektierte nur
das rARMS2-His_e. Offensichtlich ist die Reinheibhdu die Spezifitit destARMS2
Antikdrper ausreichend, um in eukaryotischen Zelhelh Hilfe eines Western Blots eine
gualifizierte Aussage zu geben.

Die Immunprazipitation des ARMS2 aus humanem Gewealrede mit einem glucosehaltigen
Puffer durchgefihrt, um die Mitochondrien in Losung halten. Durch die anschlielRende
Western Blot Analyse wurde das endogene ARMS2 Prateder Plazenta und der Netzhaut
nachgewiesen. Die Expression des ARMS2 Proteinskdstsistent mit dessen RNA
Expression (Rivera et al. 2005). Diese Ergebnisgeri den Schluss nahe, dass AlRBIS?
ein proteinkodierendes Gen ist. Seit kurzem wurdentRNA des ARMS2 auch in anderen
Geweben bzw. Zellen detektiert wie z.B. im Blutpplokampus, Muskel, Lunge und Leber
(Wang et al. 2010). Die Expression auf Proteinelvamele jedoch nicht Uberpruft.

Vom rekombinantem ARMS?2 ist bekannt, dass es in @Q=llen mit den Mitochondrien
und als endogenes Protein in ARPE19 Zellen im Dyjtkslokalisiert ist (Kanda et al. 2007;
Wang et al. 2009). Die unterschiedlich gefundenkalisation des ARMS2, im Zytosol und
bei den Mitochondrien, kénnte zum einen auf dierEgpion in unterschiedlichen Zelllinien
und zum anderen auf die endogene bzw. rekombinditpression des ARMS2
zurlickzufiihren sein.

Bei der Immunpréazipitation wurde kein Detergengesetzt, deshalb blieben die Membranen
der Mitochondrien intakt. Damit das ARMS2 bei demiunprazipitation an die Antikérper
bindet, muss es entweder I6slich oder von der Glneré der Mitochondrien abgeldst worden

sein. Denn die Prazipitation des ARMS2, als Tramsbranprotein, wirde die Prazipitation
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ganzer Mitochondrien anhand eines sehr gering exg@rien Proteins bedeuten und das ist
sehr unwahrscheinlich.

Der in dieser Arbeit hergestellltARMS2 Antikérper wurde, in der Gruppe von Professor
Weber (Institut fir Humangenetik, Universitat Regfauirg), auch fur immunhistologische
Fluoreszenzfarbungen der humanen Netzhaut eingegetische et al. 2008). Diese
Farbungen zeigten eine Kolokalisation des ARMS2 ndién Mitochondrien der
Photorezeptoren. Die Ergebnisse der Immunprazipitataus Zelllysat, inklusive
Mitochondrien und der immunhistologischen Fluorezf&bungen unterstitzen die These,
das ARMS2 an der Oberflache der Mitochondrien liskatt ist und lassen auf eine Funktion
des ARMS2 in Zusammenhang mit den Mitochondriemmen. Diese Ergebnisse schliel3en
eine zuféllige zytosolische Kolokalisation des ARM®Biit den Mitochondrien jedoch nicht

aus.

5.2.3 Steigt ohne funktionsfahigen ARMS2 Protein daRisiko an AMD zu erkranken?

Es wurde gezeigt, dass daBMS2 fur ein Protein kodiert und dieses Protein in BEzenta
und der Netzhaut exprimiert wird. Die IdentifiziegiderARMS2 Varianten legt nahe, dass
Mutationen im ARMS2 seine Funktion beeinflussend anf diese Weise zu einem erhohten
Risiko fuhren, an AMD zu erkranken. Anhand der ARM®del Variante wurde explizit
gezeigt, dass es aufgrund des fehlenden Polyadsigriingssignals und der mRNA
destabilisierenden Sequenzen nicht exprimiert wicdler die Expression unter die
Detektionsgrenze des Western Blots féllt (Fritsehal. 2008). Demzufolge kann das erhohte
Risiko an AMD zu erkranken, fur die ARMS2_indel \&ante durch das Fehlen des ARMS2
erklart werden.

Die Annahme, dass ARMS2 durch Abwesenheit zu AMBrtfiwirft Fragen auf. Denn es ist
auch eine ARMS2 Variante (rs2736911, R38X) bekadietyermutlich zu einem vorzeitigen
Stopp der Translation bei Aminosaure 38 fuhrt ueded mRNA durch einem vorzeitigen
Abbau mittels ponsense-mediated mMRNA decay” ebenfalls nicht expirimiert wird (Chang et
al. 2007; Fritsche et al. 2008). Inwiefern das Eerldes ARMS2 einmal zu einem erhéhtem
Risiko fuhrt an AMD zu erkranken und einmal niclst bisher unklar. Mdglicherweise
reichen die ersten 38 Aminosauren der ARMS2 rs2¥B6%ariante aus, um ihre Funktion

aufrecht zu erhalten. Denkbar sind auch andere &fesimen, die zu einem vollstandigen
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Protein bzw. einer anderen Isoform fihren wie dli&ch eine Stopp-Codon-Durchlassigkeit
oder einem alternativen Splei3en (Allikmets & DaQ8; Fritsche et al. 2008).

Bisher konnte nicht geklart werden, ob ARMS2 odefRAl das gesuchte AMD-
Suszeptilitatsgen ist, oder wie die beiden Gené sintereinander beeinflussen. Nach
aktuellen Erkenntnissen ist das mMRNA Expressioetl@v der Netzhaut vVoMRMS2, der
ARMS2 inddl Variante undHTRA konstant, unabhangig davon, ob jemand AMD hat oder
nicht (Kanda et al. 2010). Andererseits wird audskutiert, dass mit deARMS2_indel
Variante gleichzeitig die Transkription vafiTRAL hoch reguliert wird (Yang et al. 2010).
Inwiefern das mRNA Expressionslevel véiRMS2 oder HTRAL fur die AMD eine Rolle
spielen, muss erst noch geklart werden.

Das Problem die Funktion des ARMS2 zu identifizreteegt vermutlich daran, dass die
Auswirkungen des Funktionsverlustes vom ARMS2 singesind, dass man sie nur schwer
detektieren kann. Die Auswirkungen akkumuliererhdiber Jahrzehnte und fiihren erst im
hohen Alter zur AMD (Buch et al. 2005; Scholl et2007; Wang et al. 2007).

Die Funktion des ARMS2 konnte mit den Mitochondrieassoziiert sein, da
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Netzhadt Q®S-1 Zellen eine Kolokalisation
des ARMS2 mit den Mitochondrien zeigen (Kanda et2807; Fritsche et al. 2008). Ein
Zusammenhang zwischen Mitochondrien bzw. dem voeriherzeugten oxidativen Stress
und AMD wird schon seit langeren diskutiert. Dietdtihondrien sind die Hauptquelle fur
Superoxidanionen in der Zelle. Diese Superoxidamnagenerieren hochreaktive Radikale die
mit Proteinen, DNA und Lipiden einer Zelle reagrerand die Zelle somit schadigen.
Verschiedenen Studien zeigen in AMD Spender Augeaneerhdhten Anteil an oxydativ
geschadigten Proteinen, Kohlenhydraten und Lipidesowie hohere Anteile von
antioxidativen Enzymen (Frank et al. 1999; Crabhle2002; Howes et al. 2004; Decanini et
al. 2007). Welche Funktion das ARMS2 im Zusammeghait den Mitochondrien hat, lasst
sich zu diesem Zeitpunkt noch nicht beantwortedpgh erdffnen die Ergebnisse dieser
Arbeit neue Wege und somit auch neue Ansatzpunkteein besseres Verstandnis der

Entwicklung von AMD.
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I. Abkirzungsverzeichnis, Mal3einheiten und SI-Einhé@en

l.I Abkirzungsverzeichnis

A Adenosin

AS Aminosaure

Abb. Abbildung

AMD Altersabhé&gige Makuladegeneration

ARMS2 age-related macul opathy susceptibility 2

APS Amoniumpersulfat

BBS N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfoad
BMC Bis-mercaptoacetamid

bp Basenpaar(e)

C Cystidin

°C Grad Celsius

ca. circa

cDNA komplementde DNA

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-pemsulfonat
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DDR2 Discoidin Doméne Rezeptor 2

DEPC Diethylpyrocarbonat

ddH20 doppelt destilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DNA Desoxyribonucleinsaure

dsDNA doppelstrangige DNA

DNase Desoxyribonuclease

dNTP 2’-Desxoxynucleotid-5'-triphosphat

ddNTP Didesoxynucleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol
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E. coli Escherichia coli

ECL enhanced chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ERG Elektroretinogramm

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

EZM Extrazellulare Matrix

G Guanosin

H.O Wasser

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinetansulfonsaur

HMFGS8 Milchfett globuléarer-EGF Faktor 8

HPLC Hochdruck Flissigkeits Chromatographie

HTRA1 hightemperature requirement protein Al

kb Kilobasenpaar(e)

kDa Kilodalton

I Liter

mA Milliampere

MEK Multi-Enzym-Komplex

MOPS Morpholinopropansulfonsaure

N Normal

p.A. pro Analysis

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PBS Phosphat gepufferte Salzlésung (phosphaterbdfsaline)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase cleainotion)
PFA Paraformaldehyd

Pfu Pyrococcus furiosus

PLEKHA1 pleckstrin homology domain containing, family A member 1
PVDF Polyvinylidenfluorid

r rekombinant
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Rho
RNA
RNase
RP
RPE
XRS
RS1
Rslh
RT
RT-PCR
SDS
SNP

TA

Tab.
Taq
TBS
TCEP
TEMED
TIMP2
m
TTR
Tris

tRNA

UTR
Vol
viv
X-Gal
z.B.

Rhodopsin
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Retinitis Pigmentosa

retinales Pigmentepithel

X-gebundene juvenile Retinoschisis

Retinoschisis assoziiertes Gen (Alias: XLR&EYinoschisin
murines RS1 Ortholog

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR

Natriumdodecylsulfat
single nucleotide polymor phism, Einzelnukleotidpolymorphismus
Thymidin
Anlagerungstemperatur

Tabelle

DNA-Polymerase ad$ermophilius aguaticus
Tris-gepufferte Salzlésung
(Tris(2-carboxyethylphosphin)

N, N, N’, N'-Tetramethylethylamin

Gewebsinhibitor der Metalloproteasen-2
Schmelztemperatur

Transthyretin

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Transfer-RNA

Einheit (unit); Uracil

nichttranslatierte Region
Volumen

Volumenanteil einer Flissigkeit in einer Laguvolume per volume)
5-Brom, 4-Chlor, 3-Indoxyl-D-Galactosid

zum Beispiel
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[.1 MalRe und Einheiten

%

%ige Losung
°C

A

aa

AU

bp

Da

> Q «Q

min
Mw
oD
ODsgs

sek

viv
wiv

wiw

Prozent
Gramm in 100 ml Lésung
Grad Celsius
Angstrom 10° Meter
Aminosaure(n)
Absorptionseinheiten (Extinktion)
Basenpaare
Dalton
Erdbeschleunigung
Gramm
Stunde
Liter
Meter
Molar
Minute
Molekulargewicht
Optische Dichte
Optische Dichte bei der Wellenlange 595 nm
Sekunde
Unit (Einheit fir Enzymaktivitat)
Volt
Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht
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[.1ll SI-Vorsatze von dezimalen Vielfachen und Teikn

= 3

=)

Centi, 10°
Milli, 107
Mikro, 10°
Nano, 10
Pico, 10
Femto, 10°
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Il. Liste der eingesetzten Primer

Name

pPET HMFG F

pPET HMFG R
hDDR1Rev

PET RS1newF
hDDR1_Rev2
hDDR2_For

PET RS1newR
hDDR2_Rev
hDDR2_For2
DDR2int2

DDR2int1
LOC-GFP-R
DDR2int3

RS1 D143A
hDDR2_Rev2
ATP1B2 F Notl F
ATP1B2 R BamHI R
ATP1B2 F Ndel
ATP1B2 R Xhol
ATP1a3 Bsml R
ATPB2 stop BamH1 R
ATPAS stop BamH1 R
ATP1la3 Bsml F
ATP1B2 F cDNA
ATP1B2 R cDNA
ATP1B2ex Nhel F
ATP1B2ex Xhol R

Sequenz

gagatatacatatgccgegeccccgectgetggecgeg

gtgctcgagacagcccagcagctccaggege
ctcgagcacaccgtgttgagtgcatcct
gtgctcgagggcacacttgctgacgceact
ctcgagattcccaccgtgttgagtgcatce
ggtaccaatgatcctgattcctgattcccagaatg
agatatacatatctctaccgaggatgaaggcga
ctcgagcactcgtcgcecttgttgaag
ggtaccgggatcaggagctatgggac
tgcctctccaccaccgaatg
ggctagatggcttggtgtct
tcgatctagaccttgctgcagtgtggat
tgtggctgtggaggagtt
acccaggggcgctgtgccatcgatgagtggat
ctcgagccctegtegecttgttgaag
agcggccgcatggtcatccagaaagagaag

tggatccgeggttttgttgatgcggagtttga

gccgegggattcatatggtcatccagaaagagaag

ctcgagggttttgttgatgcggagtttga
ctcaaggtaggcattctggaaggcct
cgctaggatcctcaggttttgttgatgcg
gctcaggatcctcagtagtaggtttecttc
aggccttccagaatgcctaccttgag
atggtcatccagaaagagaag
tcaggttttgttgatgcggagt
gtaccagctgctagcatgcagactgtctccgac

gcgcectcgagegggttttgttgatgcggagétga

Richtung

F
R

R
F

R
F

R
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ATP1A3 F cDNA atgggggacaagaaagatgaca F
ATP1A3 R BamHI R  tggatccgcgtagtaggtttccttctcca R
DDR2 Signal f aagttggctagcatgatcctgattcccagaat F
ATP1A3 R cDNA tcagtagtaggtttccttctcca R
DDR2-TM-r gctaactcgaggtgttgctgtcaatcaacttt R
ATP1A3 F Not F agcggccgcatgggggacaagaaagatgaca F
ATP1A3 F Ndel gccgcgggattcatatgggggacaagaaagatgacakF
RS1c40s_for ccaaaaagcatgcaagtccgattgccaaggagg F
RS1c40s_rev cctccttggcaatcggacttgcatgctttttgg R
RS1 C219S F atggagctgctggagtccgtcagcaagtg F
RS1 C219S R cacttgctgacggactccagcagctccat R
DDR2 TMr cttaaagttgatgacagcaacagctcgagcaa R
DDR2 End r ctcgtcgccttgttgaaggaggcctcgagtatc R
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