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1. Zusammenfassung 
 

Hereditäre Netzhautdystrophien umfassen eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, die 

aufgrund von Mutationen in spezifischen Genen zu Störungen der Netzhautentwicklung oder 

dessen Funktion führen. In dieser Arbeit wurden Fragen zur molekularen Pathogenese bei 

zwei Netzhautdystrophien untersucht, bei der hereditären X-gebundenen juvenilen 

Retinoschisis (XRS) sowie der genetisch komplexen altersabhängigen Makuladegeneration 

(AMD). 

 

Die XRS ist eine Netzhauterkrankung die hauptsächlich Männer betrifft (George et al. 1995). 

Charakteristisch für das Krankheitsbild ist eine radspeichenförmige Makulapathie und eine 

reduzierte b-Welle bei relativ gut erhaltener a-Welle im Elektroretinogramm (ERG) (George 

et al. 1996; Khan et al. 2001). Genetische Ursache der XRS sind Mutationen im Retinoschisin 

(RS1) Gen, welches für ein 24 kDa Protein kodiert (Sauer et al. 1997). Das Protein des 

Retinoschisins (RS1) wird als homo-oktamerischer Komplex sezerniert und ist extrazellulär 

an folgenden Zellen bzw. Zellschichten der Netzhaut lokalisiert: 1. den Innensegmenten der 

Photorezeptoren, 2. den Bipolarzellen, 3. den Synapsen zwischen Photorezeptoren, 

Bipolarzellen und Horizontalzellen und 4. den Synapsen zwischen Bipolar-, Amacrin- und 

Ganglionzellen.  

Ein wesentlicher Teil des RS1 Proteins wird von der konservierten Discoidin Domäne 

gebildet, welche verantwortlich für eine Bindung an Komponenten der extrazellulären Matrix 

(EZM) ist (Alexander et al. 1992). Die konkreten Bindungspartner des RS1 sind noch nicht 

vollständig geklärt, ebenso wie die eigentliche zelluläre bzw. extrazelluläre Funktion des 

Proteins. Aufgrund bekannter Funktionen des Discoidin Moduls bei anderen Proteinen wird 

für das RS1 eine Funktion als Gerüstprotein diskutiert (Molday et al. 2001; Wu et al. 2005). 

Es existiert eine Retinoschisin-defiziente Mauslinie (RS1-knock-out-Maus, RS1-KO-Maus), 

die einen zum Menschen vergleichbaren Phänotyp aufweist und sich hervorragend für 

Untersuchungen der XRS Pathomechanismen eignet (Weber et al. 2002). 

 

Speziell die Bindung des RS1 Proteins an Zellmembranen wurde durch eine eigens im Laufe 

dieser Arbeit entwickelte Methode näher untersucht. Hierbei wird rekombinantes RS1 Protein 

mit homogenisiertem Mausgewebe inkubiert, anschließend wird der lösliche Überstand 

abgetrennt und mittels Western Blot analysiert. Die Methode wurde des Weiteren modifiziert 

durch den Einsatz von mutanten RS1 Proteinen und der Zugabe von Peptiden und 

Monosacchariden. Die Bindung zu potenziellen Bindungspartnern wie Phospholipiden und 
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Kollagenen wurde mittels ELISA untersucht. Die Bindung des RS1 wurde auch zu den α3/β2 

Untereinheiten der Na/K-ATPase mittels Immunopräzipitation untersucht, sowie deren 

strukturelle Voraussetzungen für diese Bindung. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass RS1 unabhängig von seiner oligomeren Form nur 

an die Membranen der Netzhaut, die aus der RS1-KO-Maus isoliert wurden, bindet. 

Membranöse Strukturen aus anderen Gewebetypen vermögen dagegen das Retinoschisin nicht 

zu binden. Die Oktamerstruktur des RS1 Proteins scheint nicht für die Bindung an die 

Netzhaut notwendig zu sein und erfüllt wahrscheinlich eine andere, bisher nicht bekannte, 

Funktion. Drei früher charakterisierte Polypeptidschlaufen (Spike 1 bis Spike 3) der Discoidin 

Domäne sind vermutlich an der Bindung des RS1 Proteins an die Retinoschisin-defiziente 

Netzhaut beteiligt, da Blockierungsexperimente mit synthetischen Peptiden die Bindung 

behindern. Die Bindung wird allerdings nicht ausschließlich über die Spikes vermittelt, da 

Galactose die Bindung ebenfalls blockiert, obwohl es bekanntermaßen nicht direkt an die 

Spikes der Discoidin Domäne bindet. Eindeutig als Bindungspartner ausgeschlossen wurden 

die Phospholipide und die Kollagene I - V. Co-Präzipitationsexperimente des RS1 Proteins 

mit den Untereinheiten der Na/K-ATPase, insbesondere mit der extrazellulären Domäne der 

β2-Untereinheit, bestätigen die Ergebnisse einer kanadischen Arbeitsgruppe (Molday et al. 

2007) und zeigen dass tatsächlich eine direkte Interaktion zwischen Retinoschisin und der 

Na/K-ATPase existiert (Molday et al. 2007). Das Bindungsverhältnis zwischen RS1 und der 

Na/K-ATPase kann aufgrund der vorhandenen Daten auf etwa 1:8 geschätzt werden. In 

diesem Zusammenhang ist eine Funktion des RS1 als Gerüstprotein mit möglichen Aufgaben 

in der Positionierung und Interaktion mit der Na/K-ATPasen zu diskutieren. 

 

 

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der AMD. Die AMD ist in den westlichen 

Industrienationen eine der häufigsten Ursachen von Erblindungen im Alter. Ihre Entwicklung 

wird von Umwelt- aber auch genetischen Faktoren beeinflusst und gilt daher als eine 

komplexe Erkrankung. Vor kurzem wurde durch Kopplungsstudien ein Genort auf 

Chromosom 10q26 näher charakterisiert, der signifikant mit der AMD assoziiert ist (Fisher et 

al. 2005; Rivera et al. 2005). Dieser Genort enthält zwei Gene, das ARMS2 (age-related 

maculopathy susceptibility 2) und das HTRA1. (HtrA serine peptidase 1). Welches der beiden 

Gene das eigentliche AMD Suszeptibilitätsgen ist, konnte bisher nicht geklärt werden. 

Besonders auffällig war jedoch eine ARMS2 Variante, die eine mRNA destabilisierende 
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Insertion/Deletion enthielt, was einem funktionellen Polymorphismus entsprechen könnte 

(Fritsche et al. 2008). 

 

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein polyklonaler αARMS2 Antikörper hergestellt und 

dessen Epitop feinkartiert. Die endogene Expression des ARMS2 Proteins wurde mittels 

dieses Antikörpers in humanen Geweben ermittelt. Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass 

ARMS2 ein proteinkodierendes Gen ist. Des Weiteren wurde die Expression der vermuteten 

funktionellen ARMS2 Varianten in humanem Plazentagewebe bestimmt. Dabei wurde 

festgestellt, dass diese mit einem höheren AMD Risiko asoziierte Variante im Gegensatz zu 

der normalen nicht-Risiko Varianten unterhalb der Nachweisgrenze der angewandten 

Analysenmethode liegt. Dies scheint eine Rolle der risikoasoziierten Varianten im 

Krankheitsprozess der AMD zu unterstützen, wobei eine Beteiligung von HTRA1 formell 

aufgrund dieser Daten nicht auszuschließen ist. 
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2. Einleitung 

 

2.1 Aufbau und Funktion der menschlichen Netzhaut 

 

Die Netzhaut ist ein hochspezialisiertes Gewebe, das Lichtreize in elektrische Signale 

umwandelt (Phototransduktion) und an das Gehirn weiterleitet. Sie setzt sich aus 

5 Hauptzelltypen zusammen, die in 3 Schichten angeordnet sind. Die äußere Schicht bilden 

die Photorezeptoren, welche das elektromagnetische Licht detektieren und als chemische 

Signale an die mittlere Schicht aus Bipolar-, Amakrin- und Horizontalzellen weiterleiten. In 

der mittleren Schicht werden diese Signale gefiltert und an die innere Schicht aus 

Ganglienzellen weitergeleitet, welche die eintreffenden Reize über den Sehnerv in das Gehirn 

leiten (Abb.1). 

 

 
Abb.1: Schematischer Aufbau des Auges, der Netzhaut und des Sehstäbchens. A) Querschnitt durch das 

menschliche Auge. B) Querschnitt durch die Netzhaut. C) Schematische Darstellung eines Sehstäbchens und 

dessen Aufteilung in Außensegment, Innensegment und synaptischen Endfuß. Erklärung siehe Text. 

(Abbildungen modifiziert nach www.refraktiv.com/_img/ill/aufbau_auge.jpg, web.physik.rwth-

aachen.de/~hebbeker/lectures/ph3_0203/retina8.gif und der Dissertation von Karin Arbarca-Heidemann 2002). 

 

In der Netzhaut von Wirbeltieren gibt es zwei unterschiedliche Typen von Photorezeptoren, 

die Stäbchen und die Zapfen (Abb.1 C). Die Stäbchen ermöglichen das Sehen bei niedrigen, 

die Zapfen bei höheren Lichtintensitäten sowie das Farbensehen. Morphologisch und 
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funktionell lassen sich beide Photorezeptortypen in ein Außensegment, Innensegment und den 

synaptischen Endfuß unterteilen. Das Innensegment enthält den Zellkern, die Mitochondrien, 

das endoplasmatische Retikulum und weitere Zellorganellen. Dem Innensegment schließt sich 

der synaptische Endfuß an, der die Verbindung zu den nachgeschalteten Nervenzellen 

herstellt. Die molekularen Komponenten der Phototransduktionskaskade befinden sich im 

Außensegment. 

 

Die Außensegmente der Photorezeptoren tauchen in das retinale Pigmentepithel (RPE) ein, 

welches die Photorezeptoren mit Nährstoffen versorgt und Stoffwechselabbauprodukte von 

der Netzhaut zu den Blutgefäßen transportiert. Der synaptische Endfuß ist mit den 

Bipolarzellen verbunden, die zusammen mit den Amakrin- und Horizontalzellen ein 

neuronales Netzwerk bilden und bereits eine visuelle Signalverarbeitung auf retinaler Ebene 

durchführen. Die Axone der nachgeschalteten Ganglionzellen bilden den Sehnerv und leiten 

die Signale ins Gehirn. 

 

Im Zentrum der Netzhaut befindet sich die Makula („gelber Fleck“, Abb.1 A). Dort ist die 

höchste Zapfendichte. Die hohe Zapfendichte und die eins zu eins Verschaltung mit den 

nachfolgenden Neuronen ermöglichen die höchste Auflösung in der Netzhaut und bilden 

somit die Stelle des schärfsten Sehens. 

 

Die Funktion der Netzhaut kann durch verschiedene Untersuchungsmethoden überprüft 

werden. So spielt die Sehschärfe (Visus) eine wesentliche Rolle bei der Beurteilung des 

Sehvermögens. Mit Hilfe eines Augenspiegels wird der Augenhintergrund (Fundus) 

betrachtet. Die Perimetrie ermöglicht Aussagen über Gesichtsfeldausfälle. Zusätzlich wird die 

Blendempfindlichkeit und das Farbensehen überprüft. Durch die Ableitung eines 

Elektroretinogramms (ERG) kann eine Aussage über den physiologischen Zustand der 

Netzhaut gemacht werden. Beim ERG werden in der Netzhaut als Folge eines Lichtreizes 

Summenantworten einzelner Zellschichten abgeleitet. Durch eine Variation der 

Reizbedingungen (z.B. Helligkeit des Reizes und die Dunkel- oder Helladaption der 

Netzhaut) kann die Reizbarkeit der Photorezeptoren (a-Welle) sowie der Erregbarkeit der 

mittleren Zellschicht (b-Welle) beschrieben werden. Die Messung der Autofluoreszenz des 

retinalen Pigmentepithels und die Fluoreszenzangiographie der Netzhaut ergänzen die 

morphologischen Untersuchungsmethoden. 
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2.2 Erbliche Dystrophien der zentralen Netzhaut 

 

Die erblichen Dystrophien der zentralen Netzhaut (Makula) umfassen eine heterogene Gruppe 

von Erkrankungen, die aufgrund von Mutationen in einem definierten Gen zu Störungen in 

der Netzhautentwicklung oder dessen Funktion führen. Das Hauptmerkmal dieser 

Erkrankungen ist ein progressiver Verlust der Visusfunktion. Die klinische Symptomatik 

einer hereditären Makuladystrophie kann bereits bei der Geburt ausgeprägt sein oder sich erst 

im Laufe des Alters entwickeln. Insgesamt wird geschätzt, dass etwa 10 % aller Erblindungen 

in den Industrieländern aufgrund hereditärer Netzhautdystrophien verursacht werden. 

 

Grundsätzlich lassen sich generalisierte Netzhautdystrophien mit peripherem oder zentralem 

Beginn von regional begrenzten Makuladystrophien unterscheiden. Generalisierte 

Netzhautdystrophien mit peripherem Beginn wie z.B. Retinitis pigmentosa (RP) sind durch 

anfängliche Nachtblindheit und peripher beginnende Gesichtsfeldausfälle gekennzeichnet. In 

den späteren Stadien kommt es zur Entstehung eines Tunnelblicks und zu Farbsinnstörungen. 

Das ERG zeigt fehlende oder stark reduzierte Potentiale der Stäbchen und weniger 

ausgeprägte Veränderungen in den Zapfen. 

 

Die Netzhautdystrophien mit zentralem Beginn, wie z.B. die Sorsby Fundusdystrophie, führen 

früh zu Visusminderungen und zum Verlust der Lesefähigkeit. Farbsinnstörungen, 

Blendempfindlichkeit und zentrale Gesichtsausfälle sind charakteristisch, während das 

periphere Gesichtsfeld und das Nachtsehen erst später beeinträchtigt werden. Hier zeigt das 

ERG stark reduzierte Potentiale der Zapfen und nur geringe Veränderungen in den Potentialen 

der Stäbchen. Die regional begrenzten Makuladystrophien, wie z.B. Morbus Best oder 

Morbus Stargardt, zeigen anfangs eine ähnliche Symptomatik wie die generalisierte 

Netzhautdystrophie mit zentralem Beginn. Hier treten ebenfalls Farbsinnstörungen und 

Verlust der Lesefähigkeit auf. Das periphere Gesichtsfeld bleibt jedoch erhalten und auch die 

Blendempfindlichkeit ist weniger stark ausgeprägt. 

 

Zum jetzigen Zeitpunkt sind 192 Genorte bekannt und 144 Gene identifiziert, die mit einer 

hereditären Netzhautdystrophie assoziiert werden konnten (Retnet, 

www.sph.uth.tmc.edu/retnet/sum-dis.htm#A-genes). Eine eindeutige Korrelation zwischen 

Mutation und Krankheitsbild ist jedoch nur in wenigen Krankheitsbildern ausgeprägt. So kann 
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oft selbst zwischen Familienmitgliedern mit gleicher Mutation ein unterschiedlicher Grad der 

Krankheitsausprägung vorliegen.  

 

 

2.2.1 X-gebundene juvenile Retinoschisis 

 

Die X-chromosomale juvenile Retinoschisis (XRS, OMIM #312700) ist die häufigste Ursache 

für eine Makuladegeneration bei Männern im frühen Kindesalter. Weibliche Überträgerinnen 

dieser Krankheit sind klinisch in der Regel nicht betroffen (George et al. 1995). Der Name 

Retinoschisis leitet sich von einer inneren Aufsplittung (Schisis) der Netzhaut ab. Die 

Prävalenz dieser Erkrankung liegt bei ca. 1:5.000 bis 1:20.000 (George et al. 1996). Ein 

gemeinsames Merkmal aller Betroffenen ist eine bilaterale radspeichenartige Schisis der 

Makula (Abb.2) (George et al. 1996). Die Ursache dieser Schisis sind gelbliche Zysten im 

inneren Bereich der Netzhaut, die sich hauptsächlich zwischen der Nervenfasersicht und der 

restlichen Netzhaut bilden. Dies führt zu einer zystischen Degeneration der makulären Region 

(Condon et al. 1986; Kirsch et al. 1996). Die ersten Krankheitssymtome treten gewöhnlich in 

den ersten beiden Ledensdekaden auf (Kawano et al. 1981), wobei die phänotypische 

Ausprägung selbst innerhalb einer Familie variabel ist. Sie reicht von leichter 

Visusverminderung um das 40.-50. Lebensjahr, bis zur Erblindung im frühen Kindesalter. 

Dies ist unter anderem davon abhängig, wie stark die Makula betroffen ist. In seltenen Fällen 

früher Erblindung ist oft die ganze Netzhaut und Aderhaut desorganisiert (Tantri et al. 2004). 

Eine diagnostische Charakteristik der XRS ist eine reduzierte b-Welle im ERG bei 

gleichbleibender Signalintensität der a-Welle, das sogenannte „negative“ ERG (Abb.2 B). Die 

Ursache dieser Abnormalität liegt in einer Veränderung der Erregbarkeit der Bipolarzellen 

(Khan et al. 2001). 
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Abb.2: Fundus und ERG eines XRS Patienten. A) Aufnahme des Fundus. Der gepunktete Kreis markiert 

Radspeichenartige Schisis der Makula. B) ERG-Aufnahmen dunkeladaptierter XRS Patienten und gesunder 

Menschen bei schwachen und hellen Lichtblitzen. Abbildung modifiziert nach (Zeng et al. 2004). 

 

Die Region des RS1 Gens wurde bereits 1983 auf den kurzen Arm des X-Chromosoms 

(Xp22) lokalisiert (Wieacker et al. 1983). Die Identifizierung des Krankheitsgens selbst wurde 

schließlich 1997 über einen positionellen Klonierungsansatz erreicht (Sauer et al. 1997). Das 

RS1 Gen enthält 6 Exone und kodiert für das Retinoschisin (RS1), ein 224 Aminosäuren (AS) 

langes Netzhaut-spezifisches Protein von 24 kDa (Abb.3).  

Die ersten 23 AS des N-Terminus bilden ein Signalpeptid für eine extrazelluläre Sekretion des 

Proteins. Dieses wird beim Transportvorgang abgespalten (Wu & Molday 2003). Der Großteil 

des RS1 Proteins wird von einer konservierten Discoidin Domäne (AS 63-219) 

eingenommen. Die Sequenzen der flankierenden Aminosäuren (AS 24-62 und AS 220-224) 

zeigen keine Homologien zu anderen Proteinen.  

Lokalisiert ist das Retinoschisin Protein extrazellulär auf den Innensegmenten der Zapfen- 

und Stäbchen-Photorezeptoren, der Bipolarzellen, den Synapsen zwischen Photorezeptoren, 

Bipolarzellen und Horizontalzellen und den Synapsen zwischen Bipolar-, Amacrin- und 

Ganglionzellen. 

 

Das RS1 Protein an sich besteht zu einem grossen Teil aus einer Discoidin Domäne, diese 

Domäne wurde erstmals im Discoidin I Protein des Schleimpilzes Dictyostelium discoidium 

identifiziert (Poole et al. 1981). Das Discoidin I ist ein Lektin, das notwendig für die 

Erhaltung der Morphologie, der Organisation des Zytoskeletts und der Zelladhäsion während 

der Zellaggregation ist (Alexander et al. 1992). Die Discoidin Domäne wurde später auch in 

eukaryotischen Proteinen entdeckt wie z.B. Neurexin IV, Neuroilin-1, Blutgerinnungsfaktor V 

und VIII, Milchfettprotein-E8, Discoidin Domäne Rezeptor 1 und 2 sowie Del-1 (Kiedzierska 

et al. 2007). Die Discoidin Domäne kommt hauptsächlich in Transmembran- und 
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extrazellulären Proteinen vor, die an Komponenten der Plasmamembran oder der 

extrazellulären Matrix (EZM) binden wie z.B. Kollagene, Phosphatidylserin, Integrinen und 

anderen Proteinen (Kiedzierska et al. 2007). 

 

 
Abb.3: Schematische Struktur des Retinoschisins. Das RS1 ist 224 Aminosäuren (AS) lang. Die ersten 23 AS 

stellen ein Signalpeptid dar, welches beim Transport aus der Zelle abgespalten wird. Der Großteil der 

Proteinsequenz entspricht der Discoidin Domäne (AS 63-219), die von RS1 spezifischen Sequenzen (AS 24-62 

und AS 220-224)  flankiert wird. Abbildung wurde modifiziert nach (Wu & Molday 2003). 

 

Die Retinoschisin-spezifischen Sequenzen enthalten Cysteine, die über drei intermolekulare 

Disulfidbrücken-Bindungen einen homo-oktamerischen Komplex bilden (Abb.4) (Wu et al. 

2005). Die Discoidin Domäne selbst enthält ebenfalls Cysteine, die zwei intramolekulare 

Disulfidbrücken zur strukturellen Festigung des Proteins ausbilden. Die Struktur des RS1 ist 

bisher nicht entgülig aufgeklärt, ein Modell des RS1 konnte von den bekannten Strukturen der 

Discoidin Domänen der Blutgerinnungsfaktoren V und VIII abgeleitet werden (Macedo-

Ribeiro et al. 1999; Pratt et al. 1999). Diese modulierte Struktur des RS1 wurde als Grundlage 

für ein in silico Modell verwendet, das eine spezifische Bindung zum Phospholipid 

Phosphatidylserin vorhersagt (Fraternali et al. 2003). 

Die Funktionen wie auch die Bindungspartner des RS1 sind bis heute nur ansatzweise geklärt. 

Bisher wurden anionische Phospholipide, Monosacharide, spannungsabhängige Ca2+-Kanale, 

die Na/K-ATPase, sowie Laminin und Crystalin als Bindungspartner diskutiert (Steiner-

Champliaud et al. 2006; Molday et al. 2007; Vijayasarathy et al. 2007; Dyka et al. 2008; Shi 

et al. 2009). Keiner dieser Bindungspartner konnte bislang unabhängig bestätigt werden. Die 

Funktion des RS1 ist bisher unklar. Es wird jedoch vermutet, dass es extrazellulär als 

Gerüstprotein dient, da es neben der Discoidin Domäne keine weiteren bekannten Domänen 

oder enzymatische Aktivität besitzt. Begründet wird dies zum einen, durch die Analogie zu 

anderen Proteinen, die die Discoidin Domäne enthalten, die an Komponenten der EZM wie 

z.B. Kollagene, Phospholipide, Integrinen und Proteoglycane binden (Kiedzierska et al. 

2007), zum anderen durch die kritische Funktion des RS1 für den Erhalt der zellulären 
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Organisation der Netzhaut, wie es am Phänotyp der XRS zu sehen ist (George et al. 1995; 

Kirsch et al. 1996). 

 

 
Abb.4: Modell des RS1 Monomers und Bildung eines homo-oktameren Komplexes durch Ausbildung von 

Disulfidbrücken. A)  Retinoschisin Monomer unterteilt in RS1 spezifischer Domäne und Discoidin Domäne. 

Markiert sind jeweils die Cysteine die intermolekulare und intramolekulare Disulfidbrücken ausbilden. B) 

Bildung des oktameren Komplexes durch die Verknüpfung der C40-C40 (grau) und C59-C223 (schwarz) 

Disulfidbrücken. Abbildung wurde modifiziert nach (Wu & Molday 2003). 

 

Bis heute sind insgesamt 376 Mutationen im RS1-Gen beschrieben worden (www.dmd.nl/rs/). 

Sie setzen sich zusammen aus 284 (75,5 %) Missense- und 21 (5,6 %) Nonsense-Mutationen, 

sowie 21 (5,6 %) Basenaustauschen, die Spleißstellen verändern, 38 (10,1 %) Deletionen, 

8 (2,1 %) Duplikationen und 3 (0,8 %) Insertionen. Das Mutationsspektrum ist nicht zufällig 

über das Gen bzw. Protein verteilt, sondern konzentriert sich stark auf die Discoidin Domäne. 

Der Großteil der Missense-Mutationen führt dazu, dass das RS1-Protein nicht mehr von den 

Zellen sezerniert wird (Wang et al. 2006). So wird vermutet, dass ein Fehlen von RS1 die 

molekulare Hauptursache für den Pathomechanismus der XRS darstellt. Der variable 

Phänotyp bei XRS Patienten deutet jedoch an, das auch andere individuelle Faktoren das 

Krankheitsbild beeinflussen können (Iannaccone et al. 2006). 

 

Um die biologischen Funktionen des RS1 besser untersuchen zu können, wurde am 

humangenetischen Institut Regensburg eine Mauslinie generiert, in der das murine Homolog 

des menschlichen RS1-Gens unterbrochen wurde (RS1-knock out-Maus) (Weber et al. 2002). 

Dazu wurde eine LacZ Kassette in das Exon 3 des genomischen RS1 Genortes eingefügt. 

Somit sollte die Translation schon vor der Discoidin Domäne des RS1-Proteins unterbrochen 

sein. Die RS1-knock out-Maus (RS1-KO-Maus) unterscheidet sich äußerlich nicht von 

Wildtyp-Mäusen desselben Wurfs. Der Fundus der RS1-KO-Maus zeigt kleine zystenähnliche 
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Strukturen in der inneren Netzhaut, die teilweise bis zur Nervenfaserschicht reichen. Im 

Gegensatz zum Menschen sind diese nicht auf die Makula beschränkt, sondern sind über die 

gesamte Netzhaut verteilt. Größere Zysten befinden sich ähnlich wie beim Menschen in der 

Peripherie der Netzhaut. Bei 3 Monate alten RS1-KO-Mäusen wird bei dunkeladaptierten 

Messungen das für XRS charakteristische negative ERG gefunden (Weber et al. 2002). Die 

RS1-KO-Maus weist viele Parallelen zum menschlichen Krankheitsbild der XRS auf. Zu 

beachten ist hierbei, dass diese Übereinstimmung trotz des Fehlens einer Makula zu 

beobachten ist. Dies macht die RS1-KO-Maus zu einem geeigneten Modelsystem, um die 

molekulare Pathogenese der XRS Erkrankung zu untersuchen. 

 

 

2.2.2 Altersabhängige Makuladegeneration 

 

Die altersabhängige Makuladegeneration (AMD) wird durch Veränderungen im RPE 

verursacht und ist durch eine Anreicherung eines gelblichen Materials bestehend aus 

Proteinen und Lipiden, die so genannte Drusen bilden, gekennzeichnet (Jager et al. 2008). Bei 

fortschreitender Erkrankung wird aufgrund des Absterbens von Netzhautzellen der Visus im 

zentralen Gesichtsfeld beeinträchtigt. Die weitaus häufigste Form der Makuladegeneration ist 

die AMD, die definitionsgemäß erst nach dem 50. Lebensjahr auftritt. Sie ist in den 

westlichen Industrienationen die am häufigsten zur Erblindung führende Erkrankung und wird 

durch den demographischen Wandel der Altersstrukturen in den kommenden Jahrzehnten 

noch weiter zunehmen (Congdon et al. 2004; Pascolini et al. 2004). Aufgrund des zu 

erwartenden sozioökonomischen Ausmaßes dieser Erkrankung ist weltweit das Interesse an 

der Aufklärung der Pathogenesen der Makuladystrophien deutlich in den Fokus der 

internationalen Forschung gerückt. 

 

Eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der AMD spielen vorgezogene Alterungsprozesse 

mit Ablagerungen und Umbauvorgängen in den RPE-Zellen, der Aderhaut und der 

dazwischen liegenden Bruchschen Membran. Die post-mitotischen RPE-Zellen phagozytieren 

die Abfallstoffe der Photorezeptoren und verarbeiten sie lysosomal weiter. Wesentliche 

Anteile der Abbauprodukte werden an der basalen Seite der RPE-Zellen ausgeschieden und 

via Bruchsche Membran an die Aderhaut zum Abtransport weitergeleitet. Ein Teil der 

Abbauprodukte wird als nicht weiter abbaubares Lipofuszin in den RPE-Zellen gespeichert. 

Somit steigt Gehalt an Lipofuszin mit zunehmendem Lebensalter an. Die Akkumulation 
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ausgeschiedener Abbauprodukte kann im basalen Bereich der RPE-Zellen zu einer 

Diffusionsbarriere führen. 

 

Die AMD wird in zwei Spätformen unterteilt, die „trockene“ und die „feuchte“ Form wobei 

sich während des Krankheitsverlaufes durchaus aus einer „trockenen“ eine „feuchte“ Form 

der AMD entwickeln kann. Die „trockene“ Form macht ca. 80 % der Fälle aus, aber nur 5-

10 % der Erblindungen die von AMD verursacht werden (Jager et al. 2008). Sie beginnt durch 

die Ablagerung von Drusen und kann im fortgeschrittenen Stadium in einen flächigen 

apoptotischen Zelltod (Geographische Atrophie, GA) des RPEs übergehen (Abb.5). Ihr 

Voranschreiten ist meist langsam und schleichend. Beim Übergang zur „feuchten“ Form 

bilden sich unter der Netzhaut flächige Gefäßmembranen (Choroidale Neovaskularisation, 

CNV) aus, die zu Leckagen und Blutungen neigen. 

 

 
Abb.5: Fundus Aufnahmen von AMD Patienten. A) Frühe Form der AMD mit kleinen Drusen. B) AMD mit 

großen Drusen. C) AMD mit geographischer Atrophie. Die weißen Pfeile deuten jeweils auf die Drusen oder die 

Atrophie. (Abbildung modifiziert nach Jager et al. N Engl J Med (2008)) 

 

Für das Risiko eine AMD zu entwickeln sind eine Reihe verschiedener Faktoren identifiziert 

worden, so z.B. fortschreitendes Alter, Rauchen, Übergewicht und genetische Faktoren (Klein 

et al. 2004). Somit ist die AMD eine typische multifaktorielle Krankheit ähnlich wie Diabetes 

mellitus, Morbus Alzheimer oder die kardiovaskulären Erkrankungen. Als ein wichtiger 

genetischer Faktor wurde jüngst der Komplementfaktor H (KFH) identifiziert, (Klein et al. 

2005). Damit wurde die Pathogenese mit einer Beeinträchtigung des angeborenen 

Immunsystems in Verbindung gebracht. Dieses System besteht aus mehr als 30 Proteinen und 

reguliert unter anderem pro-inflammatorische Prozesse, die zur Zelllyse führen können 

(Rodriguez de Cordoba et al. 2004). Ein Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) im KFH 

Gen führt zu einem Tyrosin zu Histidin Austausch an Position 402, wodurch ein Großteil der 

AMD Fälle erklärt werden kann (Edwards et al. 2005; Klein et al. 2005). Das KFH ist ein 
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negativer Regulator des Komplementsystems, das durch die Variation am Codon 402 

(Tyr402His) vermutlich seine Affinität zu definierten Bindungspartnern einschränkt, was 

somit eine Entzündungsreaktion leichter aktiviert könnte (Ding et al. 2009).  

 

Neben dem KFH wurde durch familienbasierten AMD-Kopplungsanalysen und der 

nachfolgenden SNP-Feinkartierung eine Region im Genom eingegrenzt, die ebenfalls mit der 

AMD gekoppelt ist, diese Region enthält die drei Gene PLEKHA1 (pleckstrin homology 

domain containing, family A member 1), ARMS2 (age-related maculopathy susceptibility 2) 

und HTRA1 (high temperature requirement protein A1) (Fisher et al. 2005; Jakobsdottir et al. 

2005). 

Eine weitere Analyse, die den Bereich der Gene PLEKHA1 und ARMS2 umfasste, nicht aber 

das HTRA1, detektierte die Variante ARMS2:rs10490924:G>T [A69S] im ARMS2 Gen die 

das beobachtete Assoziationssignal alleine erklärte (Rivera et al. 2005). Nachfolgende Studien 

bestätigten die Assoziation der ARMS2 [A69S] Variante, identifizierten jedoch auch ein 

vergleichbar starkes Assoziationssignal im Promotorbereich des HTRA1 (Conley et al. 2006; 

Dewan et al. 2006; Yang et al. 2006; Francis et al. 2007; Kondo et al. 2007; Chen et al. 2008). 

Welches der beiden Gene oder  ob beide Gene mit der AMD assoziiert sind, ist bisher unklar. 

Eine weitere Analyse der Region vom ARMS2 und HTRA1 identifizierte insgesamt 15 Hoch-

Risikovarianten, wobei eine Variante des ARMS2 funktionell besonders interessant erschien 

(Fritsche et al. 2008). Diese Variante des ARMS2 ist eine Insertions-Deletions-(Indel)-

Variante (NM_001099667.1:c.*372_815del443ins54) (Abb.6), bei der 443 bp des 3‘-nicht-

translatierten Bereichs einschließlich des Polyadenylierungssignals des ARMS2 Gen fehlen. 

Stattdessen ist dort eine 54 bp-Insertion mit Sequenzmotiven, die als destabiliesiernde RNA-

Elemente bekannt sind (Khabar 2005; Garneau et al. 2007; Fritsche et al. 2008). Aufgrund des 

fehlenden Polyadenylierungssignals und der destabiliesiernde RNA-Elemente wird die 

mRNA der ARMS2 Variante (NM_001099667.1:c.*372_815del443ins54) vermutlich nicht 

translatiert. Durch eine reduzierte Menge oder dem Fehlen an ARMS2 Protein könnte das 

Risiko an AMD zu erkranken beeinflusst werden.  
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Abb.6: Struktur der mRNA der ARMS2 Isoformen. A) Isoform 1 des ARMS2. B) Isoform 2 mit Alanin zu 

Serin Austausch an Position 69 und Insertion/Deletion im 3’UTR. Die Insertion von 54 Basen enthält zwei auuua 

Sequenzen (unterstrichen), welche den RNA-Abbau beschleunigen. Die translatierte Sequenz beginnt mit dem 

AUG Start-Codon und endet mit dem UGA Stop-Codon. (Abbildung modifiziert nach Fritsche et al. 2008)  

 

Erste Untersuchungen des ARMS2 Proteins, in denen das ARMS2 rekombinant in COS-1 

Zellen exprimiert wurde, lokalisierten das rekombinante ARMS2 an oder in der äußeren 

Membranen der Mitochondrien (Kanda et al. 2007). Die Mitochondrien sind die Hauptquelle 

für Superoxid Anionen, welche hoch reaktive Radikale bilden und die die DNA, Lipide oder 

Proteine beschädigen können (Ding et al. 2009). Auf diese Weise altern Zellen schneller, 

während eine häufige Beschädigung der DNA aufgrund von Mutationen zum Zelltod führen 

kann. Die Rolle von oxidativem Stress bei retinalen Degenerationen ist bekannt und wird 

insbesondere auch im Zusammenhang mit der AMD Pathogenese diskutiert (Cingolani et al. 

2006; Ding et al. 2009). Die Assoziation von ARMS2 mit den Mitochondrien könnte somit 

auf eine mögliche Funktion der Mitochondrien in der AMD Ätiologie hindeuten. 
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2.3 Zielsetzung 

 

Das Ziel dieser Arbeit war es, einerseits potentielle Bindungspartner des RS1 auf ihre 

Bindung hin zu überprüfen und zu charakterisieren. Andererseits sollte das Protein des 

ARMS2 Gens nachgewiesen und seine Expression in humanem Gewebe analysiert werden. 

Die Analyse der Bindungspartner und der Wechselwirkung des RS1 mit seinen 

Bindungspartner sollte Rückschlüsse auf die Funktion des RS1 ermöglichen. Ebenso sollte die 

Analyse der Expression des ARMS2 und einer ARMS2 Variante Rückschlüsse auf eine 

mögliche Funktion zulassen und somit helfen, die Verknüfung mit der AMD zu verstehen. 

 

Für diese Arbeit stand die RS1-KO-Maus zu Verfügung. Mit Hilfe des Gewebes der RS1-KO-

Maus und rekombinant exprimiertem RS1 sollte eine Methode entwickelt werden, welche die 

spezifische Bindung des RS1 zu seinen Bindungspartnern zeigt und eine Möglichkeit bietet, 

die Bindung durch die Zugabe von z.B. Peptiden oder Kohlenhydraten zu beeinflussen. Des 

Weiteren sollte die Methode den Einsatz von RS1-Mutanten ermöglichen, die keine Oktamer 

Struktur mehr ausrichten können, um auf diese Weise den Einfluss der oligomeren Struktur 

des RS1 auf die Bindung zu untersuchen. 

Das RS1 enthält eine Discoidin Domäne, von der bekannt ist, dass andere Proteine, die eine 

Discoidin Domäne enthalten, an Kollagene, Phospholipide und Kohlenhydrate binden. Die 

Bindung des RS1 zu ausgewählten Kollagenen sollte mit kollagenbeschichteten Multi-well 

Platten im ELISA untersucht werden. Die Bindung von RS1 zu Phospholipiden sollte, 

vergleichbar mit den Kollagenen, mit lipidbeschichteten Multi-well Platten im ELISA 

untersucht werden. Das humane Milchfettprotein E8 (HMFG8) enthält ebenfalls eine 

Discoidin Domäne, von der bekannt ist, dass sie eine höhere Affinität zu gekrümmten 

Lipidoberflächen besitzt. Aus diesem Grund sollte die Bindung des RS1 zu Phospholipiden 

zusätzlich mittels artifizeller Liposomen untersucht werden. 

Die Kohlenhydrate und die Na/K-ATPase wurden als Bindungspartner des RS1 beschrieben. 

Die Bindung von RS1 und RS1-Mutanten zu RS1-KO-Maus Netzhäuten sollte durch 

ausgewählte Kohlenhydrate blockiert werden, um die Wechselwirkung zwischen den 

Kohlenhydraten, den Bindungspartnern in der Netzhaut und der oligomeren Struktur des RS1 

zu analysieren. 

Die Na/K-ATPase ist ein heterodimeres Transmembranprotein aus einer α- und einer 

β-Untereinheit. Durch die Immunpräzipitation der Na/K-ATPase aus Netzhautgewebe mittels 

rekombinantem RS1 sollte die Bindung überprüft werden. Durch den Einsatz von RS1-
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Mutanten bei der Immunpräzipitation sollte geklärt werden, welche Funktion die oligomere 

Struktur des RS1 für die Bindung besitzt. Die Frage, an welche der beiden Untereinheiten der 

Na/K-ATPase das RS1 bindet, sollte durch die Bindung von rekombinantem RS1 an Zellen, 

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

 

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht bekannt, das ARMS2 ein proteinkodierendes Gen ist. Durch 

die Herstellung eines polyklonalen Antikörpers gegen das ARMS2 Protein sollte es erstmalig 

ermöglicht werden, das ARMS2 mittels immunologischer Methoden, wie z.B. der 

Immunfluoreszenzmikroskopie, Immunpräzipitation und Western Blots, Informationen über 

die Lokalisation des ARMS2 in der Netzhaut, den Bindungspartnern und der Expression zu 

erhalten. 

Der polyklonale Antikörper sollte aus einem Kaninchen gewonnen werden, um eine größere 

Menge an Antikörper zeitnah zu erhalten. Für die Immunisierung des Kaninchens sollte 

lösliches rekombinantes ARMS2 eingesetzt werden, damit das Risiko artifizieller Epitope, 

und damit unspezifische Bindungen des Antikörpers, reduziert werden. Der Antikörper sollte 

durch chromatographische Methoden gereinigt und die Epitope bestimmt werden. 

Die Expression der ARMS2 Variante NM_001099667.1:c.*372_815del443ins54 (ARMS2-

indel) sollte in humanen Gewebe untersucht werden, da sie als eine Hoch-Risiko Variante von 

AMD identifiziert wurde. Dieser ARMS2-indel Variante fehlen 443 bp des 3‘-nicht-

translatierten Bereichs einschließlich des Polyadenylierungssignal. Sie enthält stattdessen eine 

Insertion von 54 bp mit Sequenzmotiven, die als destabilisierende RNA-Elemente bekannt 

sind. Die Expression der ARMS2_indel Variante sollte untersucht werden, weil durch das 

fehlende Polyadenylierungssignal und die destabilisierenden RNA-Elemente es höchst 

wahrscheinlich nicht, oder nur im reduzierten Maße translatiert wird. Dementsprechend sollte 

überprüft werden, ob das erhöhte Risiko an AMD zu erkranken auf eine erniedrigte 

Konzentration bzw. einem Fehlen des ARMS2 zurückzuführen sein könnte. 
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3. Material und Methoden 

 

3.1 Materialien 

 

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

Qualität 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 dazugehörigen Puffer wurden von New England Biolabs 

(Frankfurt a.M.) geliefert. Für die Erhaltung und Vermehrung der Bakterienkulturen wurden 

Reagenzien der Firma Sigma-Aldrich (Deisenhofen) verwendet. Chemikalien und 

Fertiglösungen für die Zellkultur waren von PAA (Pasching, Österreich). Sekundäre 

Antikörper für immunologische Nachweise wurden von Calbiochem bezogen. Proteine 

wurden auf PVDF-Membranen (Immobilon P) der Firma Millipore (Eschborn) transferiert. 

Die Reagenzien für die selbst hergestellten ECL-Lösungen wurden von Sigma-Aldrich 

bezogen, alternativ dazu wurde das SuperSignal® West Femto von Thermo Scientific 

(Rockford, USA) eingesetzt. Für die Autoradiographie wurden Röntgenfilme CURIX Ultra 

UV-G der Firma AGFA (Mortsel, Belgien) verwendet. Die Peptide wurden von PANATEecs 

GmbH (Tübingen) hergestellt. Sämtliche Lösungen wurden mit zweifach destilliertem Wasser 

hergestellt. Lösungen wurden gegebenenfalls durch Autoklavieren sterilisiert (20 min; 

121 °C) und filtriert (0,22 µm, Millipore). Bei Experimenten, die die HPLC-Methode 
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verwendeten, wurde das Äkta-System UPC-10 Basic von GE Healthcare (München) mit 

verschiedenen Säulenmatrices eingesetzt. 

 

3.2 Molekularbiologische Methoden 

 

Alle in dieser Arbeit benutzten Methoden wurden, soweit nicht anders vermerkt, aus 

Sambrook et al. (Sambrook 1989) entnommen oder in Anlehnung daran modifiziert. Die 

verwendeten Reagenzenkits wurden soweit nicht anders beschrieben, nach den 

Herstellerangaben eingesetzt. 

 

3.2.1 Kultivierung von E. coli Zellen 

 

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

LB (Luria-Bertani)-Medium  ad 1000 ml Wasser 

1 % Bactotrypton   10 g 

0,5 % Hefeextrakt   5 g 

1 % NaCl    10 g 

 

Das Medium wurde autoklaviert (20 min, 121°C) und bei RT gelagert. Für die Herstellung 

von LB-Agar-Platten wurden dem LB-Medium 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt, die Lösung 

wurde autoklaviert und auf sterile Petrischalen verteilt (25-30 ml/Platte). Dem LB-Agar-

Medium wurde kurz vor dem Gießen der Platten Ampicillin (Endkonzentration: 100 µg/ml) 

hinzu gegeben. Die LB-Agar-Platten wurden bei 4°C gelagert.  
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3.2.2 Eingesetzte E. coli Bakterienstämme 

 

Folgende Bakterienstämme wurden von Novagen bezogen: 

BL21(DE3) (E. coli)  Genotyp: F– ompT hsdSB (rB
– mB

–) gal dcm (DE3) 

RosettaTM (E. coli)  Genotyp: F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm pRARE (CamR) 

DH5a (E. coli)  Genotyp: F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 recA1 
endA1  hsdR17(rk

-, mk
+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ- 

 

3.2.3 Eingesetzte Vektoren 

 

p-Gem-T  Klonierungsvektor (Promega) 

pET21a Prokaryotischer Expressionsvektor mit C-terminalen Hexa-His-tag 

(Novagen) 

pCEP1T4  Eukaryotischer Expressionsvektor (Invitorgen) 

pCEP1T4-Rho1D4 Modifizierter eukaryotischer Expressionsvektor mit einer C-terminalen 

Rhodopsin-1D4 Sequenz 

pGEX-4T1  Prokaryotischer Expressionsvektor mit N-terminalen GST-tag 

   (GE Healthcare) 

pMAL   Prokaryotischer Expressionsvektor mit N-terminalen MBP-tag 

   (New England Biolabs) 

pcDNA4HisMaxA Eukaryotischer Expressionsvektor mit C-terminalen Hexa-His-tag 

  (Invitrogen) 

 

3.2.4 Transformation der Plasmid DNA in chemisch kompetente Bakterien 

 

Zur Vervielfältigung von Plasmid DNA und für die rekombinante Proteinexpression wurden 

rekombinante Plasmide mittels Transformation in E. coli Zellen eingebracht. Die chemisch 

kompetenten E. coli Zellen (Kap. 3.2.18) wurden durch das Hitzeschockverfahren 

transformiert. 
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Ein Ligations Ansatz wurde in einem 110 µl Volumen durchgeführt: 

100 µl kompetente Bakterienlösung (auf Eis aufgetaut) 

10 µl Ligationsansatz oder 50 ng Plasmid DNA 

30 min auf Eis inkubieren 

60 sek bei 42°C (Hitzeschock) 

2 min auf Eis inkubieren 

+500 µl SOC-Medium 

1 h bei 37°C schütteln 

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

 

3.2.5 Herstellen von kryokonservierungsfähigen E. coli Zellen 

 

Transformierte oder nicht-transformierte E. coli Zellen wurden zur Kryokonservierung in 

15 % (v/v) Glycerol bei -80°C gelagert. Hierzu wurde jeweils eine 2 ml ÜN Kultur 

hergestellt, 100 µl dieser Kultur wurden in 730 µl LB-Medium für 3-5 Stunden bei 37°C 

inkubiert. Anschließend wurde die Kultur mit 170 µl 85 % Glycerol gemischt und bei -80°C 

eingefroren. 

 

3.2.6 Extraktion von Plasmid-DNA 

 

Bakterielle Plasmid DNA wurde aus Bakterienkulturen isoliert, die über Nacht bei 37°C in 

LB-Medium kultiviert wurden. Zur Extraktion der Plasmid-DNA wurde ein kommerzielles 

Reagenzienkit verwendet, die auf der bei Sambrock et al. 1989 beschriebenen Methode der 

alkalischen Lyse beruht. Dabei werden Zentrifugationssäulen mit einer hohen DNA-

Bindungsaffinität verwendet. Abhängig vom Volumen der Übernachtkulturen wurden 

unterschiedliche Kitgrößen eingesetzt. Die Plasmide der Bakterienkulturen von 1-5 ml 
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Volumen wurden mit Hilfe des Nucleospin Plasmid Kit’s (Macherey-Nagel, Düren) isoliert 

und Kulturen mit einem Volumen von 100 ml wurden mit Hilfe des QIAfilterTMPlasmid 

Midi/Maxi Kit’s (Qiagen, Hilden) isoliert. 

 

3.2.7 Auftrennung von DNA in Agarosegelen 

 

Mit der Agarose-Gelelektrophorese können Nukleinsäuren für analytische und präparative 

Zwecke der Größe nach in den horizontalen Gelapparaturen BlueMarine-200 

(Serva, Heidelberg) getrennt werden. Es wurden Gele mit 0,7 – 2 % (w/v) Agarose eingesetzt. 

Die Agarose wurde in TAE Puffer aufgekocht bis sie vollständig gelöst war. Nach dem 

Abkühlen auf 60°C wurde die Lösung mit 0,00005 % (v/v) Ethidiumbromid versetzt und das 

Gel gegossen. Nach dem Erkalten der Agarose wurden die Proben aufgetragen, die zuvor mit 

1/10 Volumen des entsprechenden Farbmarkers versetzt worden waren. Die DNA wurden 

abhängig von der Laufstrecke der erwarteten Bande mit Bromphenolblau-Puffer oder 

Xylencyanol-Puffer versetzt. Das Bromphenolblau migriert in einem Agarosegel auf der Höhe 

der kleinen DNA-Fragmenten und wurde bei großen PCR-Produkten eingesetzt. Das 

Xylencyanol dagegen wandert in der Elektrophorese auf der Höhe großer DNA-Fragmente 

und wurde daher bei kleinen PCR-Produkten eingesetzt. Die Elektrophorese wurde mit TAE 

als Laufpuffer bei 110 – 200 mA durchgeführt. Das Ethidiumbromid interkaliert in die DNA 

und wurde durch die Bestrahlung mit UV-Licht (312 nm) sichtbar gemacht. Die Agarosegele 

wurden mit Hilfe der Dark Hood DH 30/32 (Biostep, Jahnsdorf) und der dazugehörigen 

Software Argus X1 dokomentiert. 

 

Puffer Lösungen wurde wie folgt angesetzt: 

TBE    89 mM Tris-HCl, 89 mM Borsäure, 2 mM Na2EDTA 

Bromphenolblau-Puffer 0,05 g Bromphenolblau, 20 ml 87 % Glycerol, H2O ad 50 ml 

Xylencyanol-Puffer  0,05 g Xylencyanol, 20 ml 87 % Glycerol, H2O ad 50 ml 

 

3.2.8 Quantifizierung von Nukleinsäuren 

 

Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde entweder photometrisch oder visuell mit Hilfe 

von Agarosegelen (Kap. 3.2.7) bestimmt. Durch das NanoDrop® ND-1000 Photometer 
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(NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) wurde die Absorption (OD) von 

Nukleinsäurelösungen bei 230 nm, 260 nm und 280 nm berechnet. Aus dem Coeffizient der 

Absorbtion von 260 nm zu 280 nm wurde der Grad an Verunreinigung durch Proteine 

bestimmt. Die DNA gilt als rein wenn der Koeffizient über 1,8 liegt. Als weiterer Indikator 

für eine reine DNA Lösung wurde der Koeffizient der Absorbtion von 260 nm zu 230 nm 

gemessen, der Verunreinigungen durch Kohlenwasserstoffe oder Phenol anzeigt. Dieser Wert 

sollte zwischen 1,8 und 2,2 liegen. Die Konzentration der DNA wurde durch ihre Absorbtion 

bei 260 nm bestimmt. Für eine Messung wurden jeweils 2 µl verdünnter DNA-Lösung 

eingesetzt. 

Alternativ wurde die DNA-Menge in einem Agarosegel mit Ethidiumbromid abgeschätzt. 

Nach der Elektrophorese wurde unter UV-Licht (312 nm) die Fluoreszenz-Intensität der Probe 

mit dem gleichzeitig aufgetragenen Größen- und Mengenstandard der 1 kb Plus DNA-Leiter 

(Invitrogen) verglichen und die Konzentration der Probe visuell bestimmt. 

 

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

 

Eine PCR-Reaktion wurde in einem Volumen von 25 µl in PCR-Puffer mit 10-100 ng DNA; 

0,4 µM vorwärts und rückwärts Primern (Metabion, Martinsried, Sigma-Aldrich); 1 U Taq 

Polymerase und 2,5 mM dNTPs (Peqlab, Erlangen) durchgeführt. Die Proben wurden für 

30 Zyklen der PCR Technik amplifiziert, wobei jeder Zyklus aus einem Denaturierungsschritt 

für 30 sec bei 94°C, einem Anlagerungsschritt bei einer vorher ermittelten 

Anlagerungstemperatur für 30 sec und einem Verlängerungschritt bei 72°C bestand. Eine 

Beschreibung aller Vorwärts- und Rückwärts-Primer findet sich im Anhang. Die 

Oligonukleotid-spezifische Anlagerungstemperatur wurde nach folgender Formel kalkuliert: 

Anlagerungstemperatur = [(2 x (A + T) + 4 x (C + G)) – 2°C]. Modifizierungen dieses 

Protokolls umfassen Änderungen in der Mg2+ Konzentration (1,0 mM oder 1,5 mM) oder 

Zugabe von 4 % Formamid. 

 

PCR-Puffer   50 mM KCl; 10 mM Tris-HCl, pH 8,3; 1,0 mM MgCl2; 

    0,01 % Gelatine 
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Die Taq-Polymerase synthetisiert DNA mit einer Geschwindigkeit von etwa 1 kb/min. Dieser 

Wert wurde als Grundlage für die Kalkulation der Dauer des Verlängerungsschrittes 

verwendet. Für das Klonieren von PCR Produkten wurde eine DNA-Polymerase mit 

Lesekorrektur (proof-reading) Funktion und 3’-5’ Exonuklease-Aktivität (PlatinumTM Taq 

DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen) eingesetzt. 

 

PCR Reaktion in 25µl Reaktionsvolumen: 

2,5 µl  10x PCR-Puffer (50mM KCl, 10mM Tris-HCl, 1,5mM MgCl2, pH 8,3) 

10-100 ng  Template-DNA 

0,4 µM  je Primer 

2,5 mM  dNTPs 

1 Unit   DNA-Polymerase 

Ad 25 µl dH2O 

 

PCR Programm: 

96°C 2 min DNA-Denaturierung initiativ 

96°C 30 sek DNA-Denaturierung 

58°C 30 sek Primeranlagerung 

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

72°C 5 min DNA-Replikation final 

5°C Ende 

 

 

 

 

25-32 Zyklen 
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3.2.10 Reinigung von PCR-Produkten 

 

PCR Produkte (Kap. 3.2.9) wurden nach einer DNA-Gelelektrophorese aus dem Agarosegel 

(Kap. 3.2.8) gereinigt. Das PCR-Produkt wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit 

Hilfe des NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel) Kit’s laut Herstellerangaben isoliert. Die 

Aufreinigung basiert auf der Affinitätschromatographie über Zentrifugationssäulen mit 

Silikat-Membran. 

 

3.2.11 Verdau von DNA mit DNA-Endonukleasen 

 

Für die Klonierung von PCR-Produkten in Expressionsvektoren wurden die 5’ und 3’ Enden 

des PCR-Produktes mit Schnittstellen von definierten Restriktionsendonukleasen (New 

England Biolabs, Frankfurt a.M.) versehen. Die zur PCR eingesetzten Primer wurden um die 

entsprechenden Endonuklease-Schnittstellen erweitert. Je nach Endonuklease wurden 

überhängende DNA-Enden (sticky ends) mit 5’ oder 3’ Überhängen oder glatte DNA-Enden 

(blunt ends) ohne Überhänge generiert. Die Inkubationstemperatur, Puffer und Zeit wurden 

entsprechend den Herstellerangaben anwendet. 

 

Restriktionsverdau in 50 µl Volumen: 

1 µg DNA  

5 µl 10x Puffer 

0,5 µl BSA 100x (optional) 

1 µl Endonuklease 

Ad 50 µl dH2O 

 

3.2.12 Plasmid-Vektor Dephosphorylierung 

 

Die Klonierung von DNA-Produkten mit glatten Enden oder mit nur einer definierten 

Endonuklease-Schnittstelle erfordert, das Plasmid nach dem Restriktionsverdau zu 

10min – 3h 

bei 37°C 
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dephosphorylieren, um eine Re-Ligation des Vektors ohne eine Aufnahme der einzufügenden 

DNA (Insert) zu verhindern. Hierzu wurde das geschnittene Plasmid mit dem Enzym 

Phosphatase an den 5’ Enden für 30 min bei 37°C dephosphoryliert. Es folgte bei 65°C die 

Hitzeinaktivirung der Endonuklease. Nach einer Aufreinigung (Kap. 3.2.10) wurden die 

dephosphorylierten Plasmide für die anschließende Ligation (Kap. 3.2.13) verwendet. 

 

Plasmid Dephosphorylierung in 60 µl Volumen: 

50 µl Restriktionsverdau (mit 1 µg geschnittener Plasmid DNA) 

6 µl 10x Reaction Puffer Antarctic Phosphatase 

1 µl Antarctic Phosphatase (10 units/µl) 

Ad 60 µl dH2O 

 

3.2.13 Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren 

 

Für die Verknüpfung von Plasmidvektor und einzufügenden DNA-Inserts über eine 

Phosphatdiesterverknüpfung zwischen der 5’-Phosphat und 3’ Hydroxylgruppe unter ATP 

Verbrauch, wurde die T4 DNA Ligase (New England Biolabs, Frankfurt a.M.) verwendet. 

Ligationsansatz in 10 µl Volumen: 

50 ng linearisierter Vektor (ggf. dephosphoryliert) 

150 ng geschnittenes PCR Fragment 

1 µl 10x T4 Ligase Puffer 

1 µl T4 DNA Ligase (400 units/µl) 

 

Der Ansatz wurde 1-12 Stunden bei 14°C inkubiert. 

 

 

30 min bei 37°C 

5 min bei 65°C 
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3.2.14 Transformation chemisch-kompetenter E. coli Zellen mit Plasmid-DNA 

 

Die chemisch-kompetenten E. coli Bakterien (Kap. 3.2.18) wurden mit einem Plasmid 

transformiert, um entweder das Plasmid zu vervielfältigen und anschließend zu isolieren oder 

mit Hilfe des Plasmids ein Protein zu exprimieren. Je nach Aufgabe wurde ein dafür 

optimierter Bakterienstamm eingesetzt. Der Stamm DH5α wurde regelmäßig für die Plasmid 

Vervielfältigung verwendet, während die Stämme BL21(DE3) und RosettaTM für die 

Expression von Proteinen benutzt wurden. Die Transformation wurde wie folgt durchgeführt: 

- 100 µl kompetente Zellen + 10 µl Plasmid (1-10 ng DNA) 

- 30 min auf Eis inkubieren 

- Hitzeschock: 60 sek. 42°C 

- 2 min auf Eis inkubieren 

- + 500 µl SOC-Medium 

- 30–45 min bei 37°C inkubieren 

- 100–500 µl auf LB-Platte ausplatieren 

- ÜN bei 37°C inkubieren 

 

SOC-Medium   20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 10 ml 0,25 M KCl,

    5 ml 2 M MgCl2, 20 ml 1 M Glucose, ad 1 l mit H2O,  

    pH-Wert auf 7,0 einstellen 

 

Der Erfolg einer Transformation wurde mit Hilfe einer PCR (Kap. 3.2.9) einer einzelnen 

Bakterienkolonie überprüft. Hierzu wurden die einzelnen Kolonien mit einer Pipettenspitze 

gepickt und in 8 µl LB-Medium resuspendiert. Jeweils 4 µl wurden davon für eine PCR-

Reaktion eingesetzt, die restlichen 4 µl wurden bei 4°C aufbewahrt, um gegebenenfalls eine 

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

 

PCR-Produkte wurden erst in den pGEM-T Vektor kloniert, da dieser Vektor eine Blau/Weiss 

Selektion und eine ungerichtete Klonierung mit Hilfe eines Adenin-Überhangs ermöglicht. 

Der Vektor ist auf die Klonierung von Taq-Polymerase synthetisierter DNA-Produkte 

optimiert. Die Taq-Polymerase erzeugt einen Adenin-Überhang, der an den komplementären 

Tymin Überhang des pGEM-T Vektor binden kann.  

 

T/A pGEM-T Vektor-Klonierung in 10 µl Volumen: 

5 µl 2x Puffer 

1 µl pGEM-T Vektor 

3 µl PCR Produkt 

1 µl T4 DNA Ligase 

 

3.2.16 Gerichtete Mutagenese mittels PCR im DNA-Plasmid 

 

Ein Austausch einzelner Nukleotide in einem rekombinanten Plasmid wurde mit Hilfe einer 

Amplifikation des Plasmids mittels PCR durchgeführt, indem die eingesetzten Primer die 

Mutation enthielten. Die eingesetzte PfuUltra™ High-Fidelity DNA-Polymerase (Stratagene) 

arbeitet nur bis zu einer Länge von 10 kBp effizient. Um daher die Größe des Plasmids mit 

dem zu mutierenden DNA-Fragment möglichst klein zu halten wurde es in den pGEM-T 

Vektor kloniert. Die Primer mit der Mutation wurden so entworfen, dass der 

Nukleotidaustausch jeweils von 15 bp flankiert wurde. Das DNA-Fragment im pGem-T 

Vektor wurde dann mit den Mutagenese-Primern in einer PCR Reaktion eingesetzt.  

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

methylieren. Das für die PCR eingesetzte Plasmid ist jedoch methyliert, da es zuvor aus 

E. coli Zellen isoliert wurde. Nach der PCR wurde die Endonuklease Dpn1 (New England 

Biolabs, Frankfurt a.M.) zum PCR-Ansatz hinzugegeben. Das Dpn1 verdaute das methylierte 

Originalplasmid, nicht jedoch das Plasmid mit der Mutation. Der PCR-Ansatz wurde nach 

1 h bei RT 
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dem Dpn1 Verdau auf ein Agarosegel aufgetragen und das Plasmid wurde aus dem 

Agarosegel isoliert. Anschließend wurde das Plasmid mit der Mutation in DH5a E. coli Zellen 

transformiert, 5 ml Kulturen der einzelnen Kolonien angesetzt und das daraus gewonnene 

Plasmid sequenziert. 

 

PCR Mutagenese in einem 25 µl Ansatz: 

2,5 µl  10x Puffer PfuUltra 

2 µl  dNTP’s 

0,3 µM je Primer 

20 ng  Template-DNA 

0,5 µl  PfuUltra™ High-Fidelity DNA-Polymerase 

Ad 25 µl H2O 

 

PCR Programm: 

95°C 30 sek    DNA-Denaturierung initiativ 

95°C 30 sek    DNA-Denaturierung 

55°C 1 min    Primeranlagerung 

68°C 4,5 min   DNA-Replikation (1 min/1 kb) 

10°C Ende 

 

Zugabe von 2,8 µl Puffer 4 und 1 µl Dpn1. Inkubation für 60 min bei 37°C. 

 

 

 

20-24 Zyklen 
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3.2.17 Sequenzierung von DNA nach Sanger 

 

PCR-Produkte oder Plasmid-DNA wurden basierend auf der Kettenabbruch-Synthese mittels 

fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide (ddNTPs) sequenziert (Sanger et al. 1977). In einer 

PCR-Reaktion mit nur einem eingesetzten Primer wird die DNA amplifiziert. Die Synthese 

der DNA-Kette wird durch den Einbau eines fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotids 

abgebrochen (cycle sequencing Reaktion). Der Einbau der ddNTPs erfolgt zufällig, so wird 

eine heterogene Mischung an PCR-Fragmente unterschiedlicher Länge mit entsprechender 

ddNTP Fluoreszenzendmarkierung am 3’-Ende des DNA-Strangs gebildet. Die PCR-Produkte 

wurden mit 3 M Natrium Acetat präzipitiert, mit Ethanol gewaschen und in 10 µl Formamid 

aufgenommen. Die PCR-Produkte wurden ihrer Größe entsprechend elektrophoretisch in 

Glaskapilliaren des Sequenzierautomaten 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) 

aufgetrennt und die Identität der 3’-Endnukleotide parallel zur Migrationsgeschwindigkeit mit 

einem Laser und Detektor mittels Fluoreszenz erfasst. Die vier verwendeten ddNTPs sind mit 

verschieden Fluorochromen markiert, wodurch sich die Basensequenz des DNA-Fragments 

ableiten lässt. Die Daten der Sequenzierung wurden mit dem Programm Chromas Version 

2.23 (Technelysium) dargestellt. 

 

Cyclesequencing-Reaktion in 10 µl Volumen: 

50 ng  DNA (PCR-Produkt oder Plasmid) 

5 µl  2x Reaktionspuffer 

0,4 µM Primer 

0,5 µl  BigDye 1.1 (dNTPs, ddNTPs, Polymerase) 

ad 10 µl dH2O 
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Cyclesequencing-Programm: 

96°C 5 min DNA-Denaturierung initiativ 

96°C 30 sek DNA-Denaturierung 

58°C 30 sek Primeranlagerung 

60°C 4 min DNA-Replikation 

5°C Ende 

 

Cyclesequencing-Produkt-Prezipitation: 

10 µl Cyclesequencing-Produkt 

10 µl 3M NaAc pH 4,7 

80 µl H2O 

 

Zentrifugation 16.000 x g für 20 min 

Überstand verwerfen 

250 µl 100 % EtOH 

Zentrifugation 16.000 x g für 10 min 

Überstand verwerfen 

300 µl 75 % EtOH 

Zentrifugation 16.000 x g für 10 min 

Überstand verwerfen 

Pellet in 10 µl Formamid lösen 

 

 

29 Zyklen 
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3.2.18 Herstellen chemisch-kompeptenter E. coli Zellen 

 

Kompetente Zellen wurden nach einer modifizierten Form der CaCl2-Methode (Mandel & 

Higa 1970; Mandel & Higa 1992) hergestellt. Eine 300 ml E. coli-Bakterienkultur wurde bis 

zu einer OD600 von ~0,4 inkubiert, schnell auf Eis abgekühlt und anschließend zentrifugiert 

(10 min, 5.000 x g, 4°C). Bei den nachfolgenden Arbeitsschritten wurden ausschließlich 

vorgekühlte Gefäße und Lösungen verwendet. Das Bakterien-Pellet wurde in 15 ml Puffer 1 

aufgenommen und für 5-10 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen erneut 

zentrifugiert (10 min, 5.000 x g, 4°C) und in 15 ml Puffer 2 resuspendiert. Die Zellen wurden 

aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 

Puffer 1  30 mM K Acetat, 50 mM MnCl2, 100 mM CaCl2, 15 % (w/v) Glycerin 

Puffer 2  10 mM Na-MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM KCl, 15 % (w/v) Glycerin 

 

3.2.19 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien 

 

Eukaryotische Zellen wurden bei 37°C mit gesättigter Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 

Atmosphäre kultiviert. Das Medium der Zellen enthielt 100 units/ml Penicillin und 100 µg/ml 

Streptomycin. Alle Zelllinien wurden vor Erreichen von 100 % Konfluzenz mittels 

tryptischen Verdaus (0,05 % Trypsin, 0,5 mM EDTA in PBS) passagiert. 

 

3.2.20 Transfektion von HEK-293 EBNA Zellen 

 

Die HEK-293 EBNA Zellen sind eine immortalisierte, menschliche embryonale 

Nierenzelllinie, die sich hervorragend für die Überexpression von Proteinen eignet. Die 

Proteinexpression dieser Zelllinie wurde durch Expressionsvektoren auf Basis des „EBV-

nuclear antigens“ (EBNA) optimiert. Der verwendete pCEP4 Vektor ist ein hierfür 

optimierter Expressionsvektor. Die Transformation erfolgte nach der Ca2PO4-Methode. In 

einem Volumen von 370 µl wurden 4 – 10 µg Plasmid in Wasser gelöst, 123 µl 1 M CaCl2 

hinzu pipetiert und anschließend unter schwachem Vortexen tropfenweise mit 2x BBS-Puffer 

versetzt. Das Gemisch wurde dann 20–30 min bei RT inkubiert und tropfenweise zu den 
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Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale pipetiert. Nach 6 bis 14 Stunden wurde das Medium 

der Zellen durch Medium mit 1 - 10 % FCS ausgetauscht. Die Zellen bzw. ihr Medium wurde 

nach 2–3 Tagen für die Experimente eingesetzt. 

 

2x BBS   50 mM BES (Sigma-Aldrich, B4554), 280 mM NaCl,  

    1,4 mM Na2PO4, den pH-Wert exakt auf 6,95 eingestellt 

 

3.2.21 Herstellung RS1 stabil exprimierender HEK-293 EBNA Zellen 

 

Die Charakterisierung des Retinoschisins erforderte eine biologische Quelle für ein korrekt 

gefaltetes und funktionsfähiges Protein. Zur Reinigung des nativen RS1 aus Schweine- oder 

Rinder-Netzhäuten mangelte es an der verfügbaren Anzahl von Augen. Deshalb wurden mit 

dem pCEP4 Vektor transfizierte HEK-293 EBNA Zellen als Quelle für das Retinoschisin 

verwendet. Um eine maximale und konstante Expression des rRS1 zu erhalten, wurden die 

transfizierten Zellen selektioniert und auf die dauerhafte Expression des rRS1 überprüft. Der 

pCEP4 Vektor enthält ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Hygromycin B, mit dem die 

transfizierten HEK-293 EBNA Zellen selektioniert wurden. Zuerst wurde die Effektivität des 

Hygromycin B ermittelt, dafür wurden nicht-transfizierte Zellen bei unterschiedlichen 

Konzentrationen von Hygromycin B kultiviert. Es wurde eine Konzentrationsreihe von 0 bis 

1000 µg/ml Hygromycin B in 100 µg/ml Schritten durchgeführt. Die Zellen überlebten bei 

einer Konzentration von 300 µg/ml Hygromycin B drei Tage, dem entsprechend müssen 

transfizierte Zellen länger als drei Tage überleben. Daraufhin wurden HEK-293 EBNA Zellen 

mit dem pCEP4 Vektor nach der Ca2PO4-Methode transfiziert (Kap. 3.2.20). Am folgenden 

Tag wurde das Medium gegen ein Medium mit 300 µg/ml Hygromycin B ausgetauscht und 

für sechs Tage inkubiert. Jeden zweiten Tag wurde das Medium mit den toten Zellen gegen 

ein frisches Medium ausgetauscht. Nach den sechs Tagen wurden die Anzahl der Zellen mit 

Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer (Superior Marienfeld, Lauda-Königshofen) 

bestimmt und mit Hygromycin B freien Medium in 96-well Platten vereinzelt. Nach 5 Tagen 

wurden die Zellen wieder für 8 Tage in Hygromycin B-haltigem Medium kultiviert. 

Anschließend wurden die überlebenden Zellen in 6-well Platten kultiviert und die Expression 

des rRS1 durch eine immunocytochemische Fluoreszenz-Färbung (Kap. 3.3.6) überprüft 

(Abb.7). 
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Abb.7: Immunochemische Fluorezenz-Färbung der rRS1 stabil exprimierenden HEK-293 EBNA Zellen. 

A) Detektion des rRS1 in den HEK-293 EBNA Zellen mit dem αRS1p und dem anti-Kaninchen Antikörper 

Alexa-594 (rot). B) Färbung der Zellkerne durch DAPI. C) Überlagerung der Bilder A und B. 

 

Die selektionierten HEK-293 EBNA Zellen zeigen bei der immunocytochemischen Färbung 

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

 

3.2.22 RNA-Isolierung aus humanem Gewebe 

 

RNA aus humanem Gewebe wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen) isoliert. Für die 

Zerkleinerung des Gewebes wurde das QIAshredder Kit (Qiagen) eingesetzt. 

 

3.2.23 cDNA-Synthese mit reverser Transkriptase 

 

Zur Synthese der cDNA wurde das AffinityScript™ Multiple Temperature cDNA Synthesis 

Kit (Stratagene) und oligo (dT) Primer verwendet, die komplementär an den poly-(Adenin) 

Schwanz der mRNA binden können und als Synthese-Startpunkt für die Polymerase 

fungieren. 
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cDNA Synthese Ansatz in 20 µl Volumen: 

3 µg total RNA 

1 µl oligo (dT) Primer (0,5 µg/µl) 

Ad 15,7 µl dH2O  

Abkühlung auf RT  

2 µl 10x Puffer 

0,8 µl dNTPs (25 mM) 

0,5 µl RNase Block 

1 µl AffinityScript (Enzym) 

 

Sequenz des oligo(dT)12-18 Primers 

 5’GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTT’3 

 

3.2.24 Extraktion genomischer DNA aus Gewebe 

 

Die genomische DNA wurde aus frisch entnommenem Gewebe isoliert. Das verwendete 

Gewebe wurde in 250 µl Laird’s Lysis Puffer mit 10 µl 20 % SDS und 10 µl 10 mg/ml 

Proteinase K aufgenommen und bei 65°C über Nacht inkubiert. Anschließend wurden die 

unverdauten Zellreste abzentrifugiert (13.000 x g, 10 min, RT). Der Überstand wurde in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt und 250 µl Isopropanol hinzugegeben. Die Probe wurde 

solange invertiert bis keine Schlieren mehr zu sehen waren. Anschließend wurde die 

enthaltene DNA durch Zentrifugation (13.000 x g, 10 min, RT) pelletiert. Das Isopropanol 

wurde dekantiert und 300 µl 75 % Ethanol hinzupipettiert. Daraufhin wurde die Probe 

zentrifugiert (13.000 x g, 10 min, RT). Das Waschen mit 300 µl 75 % Ethanol wurde 

wiederholt, zuletzt wurde das Ethanol verworfen und die getrocknete DNA in 100–200 µl 

H2O aufgenommen. 

Laird’s Lysis Puffer  0,2 M NaCl; 0,1 M Tris-HCl, pH 8,3; 5 mM Na2EDTA 

 

5 min bei 65°C 

5 min bei 42°C 

60 min 55°C 
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3.2.25 Genotypisierung der RS1-knock-out-Maus 

 

Die RS1h-defiziente (RS1h-/Y) Maus wurde am Institut für Humangenetik der Universität 

Regensburg generiert und befinden sich in einer Barrierehaltung (Weber et al. 2002). Zur 

Generierung der RS1h-/Y Maus wurde durch homologe Rekombination eine lacZ-neo Kassette 

in das Exon 3 eingefügt (Abb.8). Die lacZ-neo Kassette beinhaltet das beta-Galaktosidase 

Reporter Gen (lacZ) und das Neomycin Resistenz-Gen unter der Kontrolle des Maus 

Phosphoglycerat Kinase (Pgk) Promotors. Die hemizygoten RS1h-/Y Mäuse weisen mehrere 

phänotypische Gemeinsamkeiten mit der menschlichen XRS auf, u.a. ein negatives ERG, 

zystenähnliche Strukturen, eine Schisis der inneren retinalen Strukturen, und Störungen der 

synaptischen Verbindungen zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen. Die apoptotisch 

bedingte Degeneration der Photorezeptorzellen lässt sich postnatal ab Tag P14 nachweisen 

und zeigt eine Verkürzung der inneren und äußeren Segmente der Photorezeptorzellen. In 

Folge der Degeneration sind nach einem Jahr mehr als die Hälfte der Photorezeptoren 

abgebaut. 

Aus der Schwanzspitze von 10–12 Tage alten RS1h-/Y Mäusen wurde die genomische DNA 

isoliert (Kap. 3.2.24) und mit Hilfe der PCR wurden der Genotyp und das Geschlecht der 

Mäuse bestimmt. Das Geschlecht junger Mäuse ist mit bloßem Auge schwierig zu bestimmen, 

deshalb wurde das „sex determining region Y“-Gen (SRY) mit Hilfe der PCR nachgewiesen. 

Das SRY-Gen ist auf dem Y-Chromosom lokalisiert und kodiert für einen Transkriptionsfaktor 

der zur Entwicklung der Hoden benötigt wird. Nur männliche Mäuse besitzen das SRY-Gen. 

Die RS1h-/Y-Maus wird von der Wildtyp-Maus durch das eingefügte LacZ-Gen unterschieden. 

Das Primerpaar rsc3F/rsmint3R amplifiziert ein Wildtyp spezifisches Exon 3/Intron 

überspannendes DNA-Fragment von 190 bp, das Primerpaar rsc3F/LacZR2 amplifiziert ein 

RS1h-/Y-spezifisches Exon 3/LacZ-Gen überspannendes DNA-Fragment von 300 bp (Abb.9).  
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Abb.8: Herstellung der RS1-KO Maus. Das Wildtyp Allel des RS1 Gens wurde unterbrochen durch das 

Einfügen des LacZ-Gens mit einer neo-Kassette. Die Exone 2 bis 5 des RS1-Gens sind als E2-E5 bezeichnet. Die 

Primer die zur Genotypisierung der Mäuse eingesetzt wurden und deren Position im Genom, sind durch Pfeile 

markiert. Der rsc3F Primer bindet im Exon 3 des RS1-Gens, während der Primer rsmint3R im Intron des RS1-

Gens und der Primer LacZR2 im LacZ-Gen bindet. Die Abbildung wurde modifiziert aus Weber et al. 2002.  

 

Da das RS1-Gen auf dem geschlechtsspezifischen Anteil des X-Chromosoms lokalisiert ist, 

besitzen männliche Mäuse nur ein Allel und zeigen deshalb entweder ein PCR-Produkt mit 

den Wildtyp-spezifischen Primeren rsc3F/rsmint3R oder der RS1h-/Y-spezifischen Primern 

rsc3F/LacZR2. Weibliche Mäuse besitzen zwei X-Chromosomen und somit zwei Allele. Sie 

amplifiziernen nur ein PCR-Produkt für das Wildtyp-Allel mit den rsc3F/rsmint3R Primern, 

heterozygote Tiere zeigen je ein Produkt bei beiden Primerpaaren und homozygote Tiere 

zeigen nur ein PCR-Produkt bei den rsc3F/LacZR2-Primern. 
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Abb.9: Agarosegele einer PCR zur Genotypisierung von 16 Mäusen (1-16). Der obere Abschnitt zeigt das 

beta-Galaktosidase Reportergen PCR-Produkt des rsc3F/LacZR2 Primerpaares. Im mittlern Abschnitt sind die 

PCR-Produkte des Wildtypspezifischen rsc3F/rsmint3R Primerpaares dargestellt und im unteren Abschnitt sind 

die PCR-Produkte der geschlechtsspezifischen SRYF/SRYR Primerpaares abgebildet. Die Maus Nr.9 ist eine 

männliche hemizygote RS1h-/Y Maus, da sie ein PCR-Produkt beim LacZ- und SRY-Gen zeigt jedoch keins beim 

wildtypspezifischen Primerpaar. Die 1-Kb-Plus DNA-Leiter ist mit einem M und die Leer-Kontrolle mit einem 

N beschriftet. 

 

PCR Reaktion in 25 µl Reaktionsvolumen: 

2,5 µl  10x Puffer (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, 1,5 mM MgCl2, pH 8,3) 

100 ng  Template-DNA 

0,4 µM  je Primer 

2,5 mM  dNTPs 

1 Unit   DNA-Polymerase 

Ad 25 µl dH2O 
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PCR Programm: 

96°C 5 min DNA-Denaturierung initiativ 

96°C 30 sek DNA-Denaturierung 

58°C 30 sek Primeranlagerung 

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 prokaryotischen E. coli und in 

eukaryotischen HEK 293 EBNA Zellen durchgeführt. Die rekombinant exprimierten Proteine 

wurden fast ausschließlich mit einer spezifischen Aminosäuresequenz (tag) fusioniert 

(Kap. 3.2.3), um die Proteine mit Hilfe eines tag-spezifischen Antikörpers nachzuweisen. 

Eine Ausnahme war das Retinoschisin, gegen das spezifische polyklonale Antikörper 

vorhanden waren. Alle eingesetzten Proteine entsprechen jeweils der humanen Form. 

 

Rekombinant expremierte Proteine in E. coli: 

rARMS2-His   Age-related maculopathy susceptibility 2 (ARMS2) mit einem 

    C-terminalen hexa-Histidin-tag (His) 

rARMS2-GST Age-related maculopathy susceptibility 2 (ARMS2) mit einem 

N-terminalen Glutathion-S-Transferase-tag (GST) 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Barbara Bathke, 

Institut für Humangenetik, Universität Regensburg). 

29 Zyklen 
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rARMS2-MBP Altersabhänige Makuladegeneration suszeptibilitäres Protein 2 

(ARMS2) mit einem N-terminalen Maltose-Binde-Protein-tag 

(MBP) (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Barbara 

Bathke, Institut für Humangenetik, Universität Regensburg). 

rTIMP2-His   Gewebeinhibitor des Metalloproteasen-2-Proteins (TIMP2) mit 

    einem C-terminalen hexa-Histidin-tag (His) (freundlicherweise 

    zur Verfügung gestellt von Marton Furgarasie, Institut für  

    Humangenetik, Universität Regensburg). 

 

Rekombinant exprimierte Proteine in HEK-293 EBNA Zellen mit einem 

C-terminalen Rho-1D4-tag: 

rTTR    Transthyretin (TTR) 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. Andrea 

Gehrig, Institut für Humangenetik, Universität Regensburg). 

rHMFG8   Milchfett globulärer-EGF Faktor 8 (HMFG8) 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. Andrea 

Gehrig, Institut für Humangenetik, Universität Regensburg). 

rDDR2_AS1-400  Aminosäuren (AS) 1 bis 400 des     

    Discoidin Domäne Rezeptors 2 (DDR2_AS1-400) 

    [Kloniert von Marton Furgarasi] 

rATP1A3   α3-Untereinheit der Na/K-ATPase (ATP1A3) 

rATP1B2   β2-Untereinheit der Na/K-ATPase (ATP1B2) 

rβ2_AS1-239 Aminosäuren (AS) 1 bis 239 der Na/K-ATPase β2-Untereinheit 

(β2_AS1-239) 
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Rekombinant expremierte Proteine in HEK-293 EBNA Zellen: 

rRS1     Retinoschisin (RS1); oktameres Protein 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. 

Robert Molday, Universität British Columbia, 

Vancouver, Kanada). 

rRS1_C59S/C223S   Retinoschisin Cystein-Mutante; dimeres Protein 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. 

Robert Molday, Universität British Columbia, 

Vancouver, Kanada). 

rRS1_C40S/C59S/C223S  Retinoschisin Cystein-Mutante; monomers Protein 

     (Alle im pCEP1T4) 

rARMS2-His_e  ARMS2 mit einem C-terminalen Hexa-His-tag

 (Vektor: pcDNA4HisMaxA) (freundlicherweise zur

  Verfügung gestellt von Dr. Ulrike Friedrich, Institut für

  Humangenetik, Universität Regensburg). 

 

3.3.2 Bestimmung der Protein-Konzentration nach Bradford (1976) 

 

Die Protein-Konzentration wurde nach Bradford (Bradford 1976) bestimmt. Dazu wurden je 

800 µl Proteinlösung (1-10 µg Protein) mit 200 µl Rotiquant Färbereagenz (Carl Roth) 

versetzt. Als Referenz wurden 800 µl H2O mit der Färbereagenz eingesetzt. Die Extinktion 

der Lösung wurde nach 10 min bei 595 nm bestimmt. Die Protein-Konzentration wurde 

anhand einer Kalibriermessung mit Rinderserum-Albumin (Sigma-Aldrich) ermittelt. Im 

linearen Bereich der Kalibrierungskurve (1-5 mg/ml) entspricht eine OD595 von 0,3654 

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

 

Die Proteine wurden elektrophoretisch in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt (SDS-PAGE, 

(Laemmli 1970)). Die SDS-PAGE wurde in einer Gelkammer SE 600 (GE Healthcare) 

durchgeführt. Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und bei 60 mA 

elektrophoretisch im Laufpuffer aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde bis zum Auslaufen 

des Bromphenolblaus durchgeführt. Die Proteine in analytischen Gelen wurden entweder mit 

Coomassie-Blau gefärbt, oder nach Towbin (Towbin et al. 1979) auf PVDF-Membranen 

(Millipore) transferiert. Der Transfer der Proteine (Western Blot) wurde nach 

Herstellerangaben mit einem Transblot SD Semidry Transfer Cell Elektroblotter-System 

(BioRad, München) und Towbin Puffer (Towbin et al. 1979) im Halbtrockenverfahren 

durchgeführt. Die Transferzeit betrug 50 min bei 1,5 mA/cm2 Gelfläche. 

 

SDS-Probenpuffer   Endkonzentration: 1,6 % (w/v) SDS; 1 % (v/v)   

    ß-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCl pH 6,8; 15 % Glycerin; 

    0,003 % (w/v) Bromphenolblau 

Laufpuffer   192 mM Glycin; 25 mM Tris; 0,1 % (w/v) SDS 

Coomassie-Blau   30 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsäure;    

    0,2 % (w/v) Coomassie® Brilliant Blue R 

Towbin Puffer   250 mM Tris-HCl pH 8,6, 190 mM Glycin, 

 

Als Größenstandard bei der SDS-PAGE diente der PageRulerTM Prestaind (Fermentas, St. 

Leon-Rot). 

 

3.3.4 Immunologischer Nachweis von immobilisierten Proteinen 

 

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membranen wurden die PVDF-Membranen 

mit 0,5 % Magermilchpulver (Carl Roth) in PBS, 60 min bei RT oder über Nacht bei 4°C, 

abgesättigt. Anschließend wurde die Membran 1 h mit dem primären Antikörper in PBS mit 
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0,05 % (v/v) Tween-20 (PBS-T) inkubiert. Der Antigen-Antikörperkomplex wurde nach dem 

Waschen mit PBS-T für 60 min mit einem sekundären Antikörper (Verdünnung 1:10.000–

1:30.000 in PBS-T, Calbiochem) inkubiert, an den das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) 

gekoppelt war. Nach 30 minütigem Waschen mit PBS-T wurden die Proteine erst mit der 

Chemolumineszenz-Lösung (www.laborjournal.de/rubric/tricks/tricks/trick81.html) 

(Kap. 3.3.5) auf Röntgenfilmen nachgewiesen. Beim keinen oder zu schwachen Signalen 

wurde das SuperSignal® West Femto (Thermo Scientific) eingesetzt. Die immobilisierten 

Proteine wurden nachträglich mit Coomassie-Blau gefärbt. 

 

PBS     137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;   

    1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 

Coomassie-Blau   30 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsäure;    

    0,2 % (w/v) Coomassie® Brilliant Blue R 

 

In dieser Arbeit wurden folgende Antikörper eingesetzt: 

 

• αRho1D4: polyklonaler Antikörper aus Maus gegen das Rhodopsin. Der Antikörper 

wurde freundlicherweise von Prof. Robert Molday (Universität British Columbia, 

Vancouver, Kanada) zur Verfügung gestellt. 

• αRS1p: polyklonaler Antikörper aus Kaninchen gegen das Retinoschisin. Der 

Antikörper wurde freundlicherweise von Prof. Robert Molday (Universität British 

Columbia, Vancouver, Kanada) zur Verfügung gestellt, dort bezeichnet als 

pAB-apRS1 (Weber et al. 2002).  

• αRS1m: monoklonaler Antikörper aus der Maus gegen das Retinoschisin. Der 

Antikörper wurde freundlicherweise von Prof. Robert Molday (Universität British 

Columbia, Vancouver, Kanada) zur Verfügung gestellt, dort bezeichnet als RS1 3R10 

(Weber et al. 2002). 

• αATP1A3: monoklonaler Antikörper aus Maus gegen die α3-Untereinheit der 

Na+/K+-ATPase (Cat.No.: ab2826, Biozol, Eching) 

• αATP1B2: monoklonaler Antikörper aus Maus gegen die β2-Untereinheit der 

Na+/K+-ATPase (Cat.No.:610915, BD Biosciences Europe Erembodegem, Belgien) 
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• αPenta-His: monoklonaler Antikörper aus Maus gegen ein Motiv aus fünf Histidin 

Aminosäuren (Quiagen, Hilden). 

• αARMS2: polyklonaler Antikörper aus Kaninchen gegen das ARMS2 Protein, in 

Zusammenarbeit mit Matthias Reinhardt (ImmunoGlobe Antikörpertechnik GmbH, 

Himmelstadt) hergestellt. 

• αERK1/2: polyklonaler Antikörper aus Kaninchen gegen ERK1 (pThr202/pTyr204) und 

ERK2 (pThr185/pTyr187) (Sigma-Aldrich, E7028) 

• αGST: polyklonaler Antikörper aus Kaninchen gegen die Glutathion-S-Transferase 

(Sigma-Aldrich) 

• αMBP: monoklonaler Antikörper aus Maus gegen das Maltose-Binde-Protein (New 

England Biolabs, E8032S) 

 

3.3.5 Chemolumineszenz-Lösung zur Proteindetektion im Western Blot 

 

Chemolumineszenz ist eine chemische Reaktion bei der Licht emittiert wird. Dieses Licht 

wird bei einem immunolgischen Nachweis zur Detektion von Proteinen benutzt. Die 

bekannteste Methode ist die Chemilumineszenzreaktion des Luminols mit Hilfe der 

Meerrettichperoxidase (HRP) in Gegenwart von H2O2. Die Herstellung der 

Chemolumineszenz-Lösung wurde aus dem Laborjournal online 

(www.laborjournal.de/rubric/tricks/tricks/trick81.html) entnommen: 

 

Puffer 1  2 ml 

Puffer 2  200 µl 

35 % H2O2  0,6 µl 

Die Lösung wurde zur Blot-Membran gegeben, 30–60 sek. inkubiert und anschließend auf 

einem Röntgenfilm exponiert. 

Puffer 1  50 mg Luminol (Sigma-Aldrich, A4685) gelöst in    

   0,1 M Tris-HCl pH 8,6 

Puffer 2  11 mg para-Hydroxycoumarinsäure      

   (Sigma-Aldrich, C9008) gelöst in 10 ml DMSO 
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3.3.6 Immunocytochemie bei eukaryotischen Zellen 

 

Die Proteinexpression transfizierter Zelle wurde zusätzlich zum Western Blotting durch 

Immunocytochemie überprüft. Vor dem Passagieren der Zellen in eine frische Kulturschale 

wurden Deckgläschen (15 mm Durchmesser, Carl Roth) hinzugelegt. Wenn die Zellen zu 50–

80 % konfluent waren, wurden sie transfiziert (Kap. 3.2.20) und zwei Tage später für die 

Immuncytochemie eingesetzt. Die Deckgläschen mit den adherierten Zellen wurden in eine 

24-well Platte überführt und mit 200 µl PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 

durch die Inkubation für 10 min in 4 % (w/v) Paraformaldehyd auf dem Deckgläschen fixiert. 

Danach wurden die Zellen erst zweimal mit PBS gewaschen, dann 30 min in der 

Blockierlösung inkubiert und daraufhin 1 h in der 1. Antikörperlösung (1:100–1:300) 

inkubiert. Nach dreimaligen Waschen der Zellen mit PBS wurden sie in der 

2. Antikörperlösung (Alexa-488 grün, Alexa-594 rot, Antikörperverdünnung 1:800, 

Molecular Probes, Leiden, Niederlande) 30 min inkubiert. Durch die anschließende 

Inkubation von 10 min mit 0,1 µg/ml DAPI Lösung (4',6-Diamidino-2-phenylindol, DAPI, 

Molecular Probes, Leiden, Niederlande) wurden die Zellkerne angefärbt, wodurch die 

Transfektionseffizenz und die Lokalisierung von Proteinen besser bestimmt werden kann. 

Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in Fluoreszenz-Einbettmedium 

(DakoCytomation GmbH, Hamburg) eingebettet und mit dem Axioskop2-

Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) analysiert. 

 

PBS    137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;   

    1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 

Blockierlösung  10 % (v/v) Ziegenserum, 0,3 % (v/v) Triton X-100 in PBS 

1. Antikörperlösung  2,5 % (v/v) Ziegenserum, 0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS 

2. Antikörperlösung  2,5 % (v/v) Ziegenserum, 0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS 

 

3.3.7 Bindung des rRS1 an Gewebe der RS1-knock-out Maus 
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Eine 14 Tage alte RS1-knock out Maus (RS1-KO-Maus) wurde mit CO2 betäubt, durch 

Genickbruch getötet und Gehirn, Herz, Niere, Leber, Lunge und Netzhaut entnommen. Die 

Gewebe wurden umgehend in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer 

Verwendung bei -80°C gelagert. Für ein Experiment wurde das rekombinante RS1 Protein 

(rRS1) aus dem Medium der stabil expremierenden RS1 bzw. transfizierter HEK-293 EBNA 

Zellen verwendet (Kap. 3.2.20). Das Medium der RS1 HEK-293 EBNA Zellen wurde bei 70-

80 prozentiger Konfluenz gegen ein FCS freies Medium ausgetauscht. Nach drei Tagen wurde 

das Medium abgenommen und durch Zentrifugieren bei 1.000 x g für 10 min von den Zellen 

separiert, anschließend wurde die rRS1-Proteinmenge mit Hilfe eines Western Blots 

abgeschätzt. Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C und jede Zentrifugation bei 16.000 x g für 

15 min durchgeführt. Für ein Experiment wurden fünf RS1-KO-Maus Netzhäute oder 15 mg 

Gewebe in 300 µl PBS homogenisiert und bei jedem Arbeitsschritt wurde ein 30 µl Aliquot 

abgenommen (Abb.10 Schritt 1, M1). Das Homogenisat wurde zentrifugiert und der 

Überstand abgenommen (Abb.10 Schritt 2, S1), anschließend wurde das Pellet wieder in 300 

µl Medium mit rRS1 resuspendiert und für 30 min bei RT inkubiert (Abb.10 Schritt 3, M2). 

Nach der Inkubation wurde das Homogenisat wieder zentrifugiert (Abb.10 Schritt 4, S2) der 

Überstand dekantiert und das Pellet in 300 µl PBS resuspendiert (Abb.10 Schritt 5, M3). 

Gegebenenfalls wurde das Pellet nochmals zentrifugiert, der Überstand abgetrennt 

(entspräche S3) und das Pellet erneut in PBS resuspendiert (entspräche M4). Die einzelnen 

Aliquots wurden mit 10 µl SDS-Probenpuffer versetzt und für einen Western Blot eingesetzt. 

 

SDS-Probenpuffer   Endkonzentration: 1,6 % (w/v) SDS; 1 % (v/v)   

    ß-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCl pH 6,8; 15 % Glycerin; 

    0,003 % (w/v) Bromphenolblau 
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Abb.10: Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte zur Überprüfung der Bindung von rRS1 an Gewebe 

der RS1-KO-Maus. 

 

Das Experiment wurde modifiziert indem RS1-Cystein-Mutanten anstelle des Wildtyp RS1 

Proteins eingesetzt und/oder Peptide bzw. Monosaccharide zugesetzt wurden. Die Peptide und 

Monosaccharide wurden eingewogen und in dem Medium RS1 exprimierender HEK-293 

EBNA Zellen gelöst. Die verwendeten Peptide wurden von der Firma PANATecs GmbH 

(Tübingen) mit > 80% Reinheit synthetisiert. Die Aminosäuresequenz der Peptide entspricht 

denen der RS1 Spikes 1–3. Das Peptid mit einer zufälligen Aminosäuresequenz des Spike 3 

wird als Random-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 rHMFG8 an unilaminare Phospholipide 

 

Die Bindung von rRS1, rTTR und rHMFG8 an Phospholipide wurde nach der modifizierten 

Methode von Andersen und Mitarbeiter (2000) durchgeführt. Bei dieser Methode werden 96-

well Platten mit Phospholipiden beschichtet. Die noch „freie“ Oberfläche der wells wird durch 

das BSA (bovine serum albumin) Protein abgesättigt und anschließend werden die 

Phospholipide mit den zu untersuchenden Proteinen inkubiert. Das nicht an die Phospholipide 

gebundene Protein wird durch PBS weggewaschen und das gebundene Protein wird durch 

Zugabe eines spezifischen primären Antikörpers (1. Antikörper) und einen 1. Antikörper 

spezifischen sekundären Antikörpers (2. Antikörper) detektiert. Der 2. Antikörper ist mit der 

Meerrettichperoxidase gekoppelt, dieses Enzym setzt ein Substrat in einer Farbreaktion um. 

Die Menge an umgesetztem Substrat kann anschließend mit Hilfe eines Photometers 

quantifiziert werden.  

 

Getestet wurde die Bindung der oben genannten Proteine an Phosphatidylcholin (PC), 

Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylethanolamin (PE) und einem Gemisch aus Lipiden 

(Lipid Mix), das aus Hühnereigelb isoliert wurde. Der Lipid Mix enthält ca 60 % PC, ca 35 % 

PE und 5 % PS. Die Phospholipide wurden in einem Gemisch aus 70 % Methanol und 30 % 

Chloroform in einer Gesamtkonzentration von 10 µg/ml gelöst. Jeweils 100 µl eines 

Phospholipid-Gemisches wurden in ein well einer 96-well MaxiSorp Platte (Nunc) pepitiert. 

Das Lösungsmittel verdampfte bei RT und das well wurde anschließend mit 200 µl 

Blockierlösung für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Dann wurden die wells dreimal mit PBS 

gewaschen und mit 100 µl Medium von rRS1, rTTR bzw. rHMFG8 exprimierender HEK-293 

EBNA Zellen gefüllt. Die 96-well MaxiSorp Platte wurde dann über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Die wells wurden anschließend dreimal mit PBS gewaschen und mit 100 µl der 

entsprechenden 1. Antikörperlösung für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Vor der Zugabe der 

2. Antikörperlösung wurden die wells dreimal mit PBS gewaschen. Die Farbreaktion wurde 

durch die Zugabe von 100 µl 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma-Aldrich) gestartet 

und nach 15 min durch die Zugabe von 10 µl 37% HCl gestoppt. Die umgesetzte Menge an 

TMB wurde dann bei 450 nm bestimmt. Alle Experimente wurden in Triplikaten 

durchgeführt. 
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PC  L-α-Phosphatidylcholin (Sigma-Aldrich, P3556) 

PE  3-sn-Phosphatidylethanolamin (Sigma-Aldrich, P7693) 

PS  1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (Sigma-Aldrich, P7769) 

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

 

Blockierlösung  2 mg/ml BSA in PBS gelöst 

PBS     137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;   

    1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 

1. Antikörper   αRS1 polyklonaler Antikörper (1:5000) oder  

     αRho-1D4 monoklonaler Antikörper (1:5000) in PBS 

2. Antikörper αKaninchen Antikörper (gegen RS1) oder αMaus Antikörper 

(gegen Rho-1D4) gekoppelt mit der Meerrettichperoxidase 

(Calbiochem) gelöst in PBS 

 

3.3.9 Herstellen von Vesikeln nach Szoka und Papahadjopoulos (1978) 

 

Szoka und Papahadjopoulos (Szoka & Papahadjopoulos 1978) entwickelten eine Methode zur 

Herstellung großer uni- und oligolamellarer Vesikel. Bei dieser Methode werden 

Phospholipide in einem organischen Lösungsmittelgemisch gelöst, anschließend wird ein 

wässriges Lösungsmittel hinzugegeben (Abb.11 Bild 1). Durch Sonifizieren dieses 

Zweiphasengemisches (Abb.11 Bild 2) entsteht eine Emulsion, bei der die wässrige Phase als 

winzige Tröpfchen im organischen Lösungsmittel gelöst sind. Die Phospholipide orientieren 

sich an der Grenze zwischen organischer und wässriger Phase (Abb.11 Bild 3). Der Emulsion 

wird langsam das organische Lösemittel entzogen, auf diese Weise organisieren sich die 

Lipide als unilamellare Vesikel. Durch den weiteren Entzug des organischen Lösungsmittels 

lagern sich die Vesikel noch enger zusammen (Abb.11 Bild 4), bis sie miteinander 

verschmelzen (Abb.11 Bild 5) und sich als Vesikel mit einer Bilayermembran abkapseln 

(Abb.11 Bild 6). 
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Abb.11: Herstellung von Phospholipidvesikeln nach Szoka und Papahadjopoulos (1978). Die Phospholipide 

sind als Kugel/Strich Modell dargestellt. Die hydrophoben Ketten der Phospholipide sind als Strich und die 

polaren Gruppen als Kugel dargestellt. Die Abbildung wurde übernommen aus der Veröffentlichung von (Szoka 

& Papahadjopoulos 1978). 

 

Zur Herstellung artifizieller Vesikel wurden ca. 50 mg Lipid in einem Rundkolben mit 

Diethylether gelöst. Der Diethylether wurde jeweils mit Hilfe eines Rotationsverdampfers 

Rotavapor R-3000 (Büchi Labortechnik GmbH, Essen) verdampft. Das Lipid wurde 

anschließend wieder in 3 ml Diethylether gelöst und 1 ml PBS hinzugegeben. Das 

zugegebene PBS wurde später von den Vesikeln eingeschlossen. Das Lösemittel-Wasser-

Gemisch wurden solange sonifiziert (VibraCell VCX 400, Sonics and. Materials Inc., 

Newtown, USA), bis eine homogene Dispersion entstanden war. Die Temperatur des 

Lösemittel-Wasser-Gemisches sollte beim Sonifizieren 10°C nicht übersteigen. Nachdem ein 

Großteil des Diethylethers bei RT verdampft war, bildeten die Lipide ein klebriges viskoses 

Gel. Nach weiterem Verdampfen des Lösemittels wurde ein Punkt erreicht, bei dem das 

viskose Gel in eine wässrige Suspension überging. An diesem Punkt wurde gegebenenfalls 

PBS hinzu geführt. Die letzten Spuren des Diethylethers wurden durch eine 15 min 

Inkubation im Rotationsverdampfer entfernt. Die Vesikel wurden über Nacht gegen PBS 

dialysiert (Größenausschluß 3500 Da), mit Argon überschichtet und bei 4°C gelagert. 

PBS     137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;   

    1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 
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3.3.10 Bindung des rRS1, rTTR und rHMFG8 an artifizielle Phospholipidvesikel 

 

Der Bindungsassay wurde mit artifiziellen Phospholipid-Vesikel (Kap. 3.3.9) durchgeführt. 

Das Prinzip dieses Experimentes entspricht dem der Bindung des rRS1 an RS1-KO 

Mausgewebe (Kap. 3.3.7), wobei an Stelle des RS1-KO Mausgewebes Phospholipidvesikel 

eingesetzt werden. Die Vesikel werden mit PBS gewaschen, in Lösungen mit rRS1, rTTR und 

rHMFG8 inkubiert, und anschließend wieder mit PBS gewaschen. Dabei werden die löslichen 

von den nicht löslichen Bestandteilen durch Zentrifugation getrennt. Alle Arbeitsschritte 

wurden bei 4°C und jede Zentrifugation bei 16.000 x g für 15 min durchgeführt. Für ein 

Experiment wurden 50 mg Phospholipid Vesikel in 300 µl PBS resuspendiert und bei jedem 

Arbeitsschritt wurde ein 30 µl Aliquot abgenommen. Die Emulsion wurde zentrifugiert und 

der Überstand dekantiert, anschließend wurden die Vesikel wieder in 300 µl Medium mit 

rRS1 resuspendiert und für 30 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Emulsion 

wieder zentrifugiert, der Überstand dekantiert und die Vesikel in 300 µl PBS resuspendiert. 

Gegebenenfalls wurden die Vesikel nochmals zentrifugiert, der Überstand abgetrennt und die 

Vesikel erneut in PBS resuspendiert. Die einzelnen Aliquots wurden mit 10 µl SDS-

Probenpuffer versetzt und für einen Western Blot eingesetzt. 

 

PBS     137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;   

    1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 

 

3.3.11 ELISA: Bindung des rRS1, rTTR und der extrazellulären Domäne des DDR2 an 

die Kollagene I-V 

 

Die Bindung des rRS1, rTTR und der extrazellulären Domäne des DDR2 (DDR2_AS1-400) 

an Kollagene I bis V wurde auf ähnliche Weise untersucht, wie die Bindung des rRS1 an 

Phospholipide (Kap. 3.3.10). Verwendet wurde eine modifizierte Methode nach Abdulhussein 

und Mitarbeitern (2004). Dabei werden 96-well Platten mit dem jeweiligen Kollagen 

beschichtet, die übrige Oberfläche der wells mit BSA abgesättigt, das jeweilige Kollagen mit 

dem zu untersuchenden Protein inkubiert und anschließend wird das gebundene Protein mit 

Hilfe von Antikörpern detektiert. 
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Getestet wurde die Bindung der oben genannten Proteine an die Kollagene I-V. Für die 

Kollagene wurde die Nomenklatur nach Bornstein und Traub (1979) verwendet. Die 

Kollagene wurden in 10 % Essigsäure mit einer Konzentration von 50 µg/ml gelöst, jeweils 

100 µl wurden in ein well pipetiert und 2 Stunden bei RT inkubiert. Danach wurde die Lösung 

entfernt und die wells einmal mit PBS gewaschen und mit 200 µl Blockierlösung eine Stunde 

bei RT inkubiert. Die Kollagene wurden anschließend mit 100 µl Medium rRS1, rTTR oder 

DDR2_AS1-400 expremierender HEK-293 EBNA Zellen (s.o.) über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Das rTTR und das DDR2_AS1-400 wurden jeweils mit einem C-terminalen Rho-1D4-Tag 

exprimiert. Dann wurden die wells dreimal mit PBS gewaschen und jeweils für eine Stunde 

mit dem entsprechenden 1. Antikörper bei RT inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen und 

anschließend eine Stunde lang mit einem 2. Antikörper inkubiert. Nach dem dreimaligen 

Waschen mit PBS wurde zu den wells 100 µl TMB pipetiert und die Farbreaktion nach 

15 min durch die Zugabe von 10 µl 37 % HCl gestoppt. Die umgesetzte Menge an TMB 

wurde anschließend bei 450 nm quantifiziert. Jedes Experiment wurde in Triplikaten 

durchgeführt. 

 

Blockierlösung  2 mg/ml BSA in PBS gelöst 

PBS     137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;   

    1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 

1. Antikörper   αRS1 polyklonaler Antikörper (1:5000) oder  

    αRho-1D4 monoklonaler Antikörper (1:5000) in PBS 

2. Antikörper αKaninchen Antikörper (gegen RS1) oder αMaus Antikörper 

(gegen Rho-1D4) gekoppelt mit der Meerrettichperoxidase 

(Calbiochem) gelöst in PBS 

 

3.3.12 Solubilisieren von Mausnetzhäuten und HEK-293 EBNA Zellen 

 

Die Transmembranproteine und membranassoziierten Proteine wurden aus Netzhäuten von 

Mäusen sowie HEK-293 EBNA Zellen mit einem detergenzhaltigen Puffer solubilisiert. Das 

Solubilisat wurde anschließend durch Zentrifugation von den unlöslichen Bestandteilen 



Material und Methoden 
 _________________________________________________________________________________________  

52

getrennt und für eine Immunpräzipitation (Kap.3.3.20) eingesetzt. Der Detergenzpuffer wurde 

nach Molday et al. (2007) zusammengesetzt. Die Mausnetzhäute wurden in 30 µl 

Detergenzpuffer pro Netzhaut und die HEK-293 EBNA Zellen wurden pro konfluenter 10 cm 

Schale in 500 µl Dergenzpuffer solubilisiert. Die Netzhäute bzw. Zellen wurden in einem 

Eppendorf-Reaktionsgefäß mit einem Pistill homogenisiert und für 1 bis 12 Stunden bei 4°C 

invertiert. Anschließend wurde das Solubilisat für 20 min, bei 100.000 x g und 4°C 

zentrifugiert (OPTIMA Ultracentrifuge TLX, Rotor: TLA-100.3, Beckman Coulter). Der 

Überstand wurde dann für die Immunopräzipitation eingesetzt. 

 

Detergenzpuffer  20 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl2,  

    1 mM CaCl2, 10 mM CHAPS, 5 % (w/v) Glycerin 

 

3.3.13 Reinigen des rARMS2-His mittels Affinitäts-Chromatographie 

 

Das rARMS2-His wurde in E. coli BL21(DE3) Zellen exprimiert. Anschließend wurden die 

Zellen in einen Harnstoff-haltigen Puffer überführt. Der Harnstoff lysiert die Zellen. Die Lyse 

der Zellen wurde vervollständigt, indem das Lysat mit Hilfe eines Hochdruck-

Homogenisators (French Press) durch eine Kanüle gepresst und danach sonifiziert wurde. Das 

Lysat wurde durch Zentrifugation von unlöslichen Bestandteilen getrennt und mit Hilfe einer 

Ni2+-Chelat-Sepharose Säule (HisTrap FF 5 ml, GE Healthcare) gereinigt. Die Reinigung des 

rARMS2-His beruht auf der Affinität des Histidins zu Nickel-Ionen, die an eine feste Phase 

gebunden sind. Das rARMS2-His bindet an die Ni2+-Sepharosematrix, während die 

unspezifischen Proteine weggewaschen werden. Elutiert wurde des rARMS2-His durch 

Mischen des Bindungspuffers mit dem Elutionspuffer, der 500 mM Imidazol (Sigma-Aldrich) 

enthielt. Das Imidazol bindet kompetetiv zum rARMS2-His an die Ni2+-Ionen. Der Anteil des 

Elutionspuffers wurde in drei Stufen erhöht. Bei der ersten Stufe enthielt der Puffer eine 

geringe Imidazolkonzentration, um unspezifisch gebundene Proteine zu eluieren. Darauf 

folgend wurde die Imidazolkonzentration im Puffer erhöht, sodass das rARMS2-His 

quantitativ eluiert werden konnte. In der letzten Stufe wurde mit der höchsten 

Imidazolkonzentration die Ni2+-Sepharosematrix von Verunreinigungen gereinigt. Die 

Eluatfraktionen wurden dann mit Hilfe eines Coomassie-Blau gefärbten 15 % SDS-PAGE 

Gels und mittels Western Blot analysiert (Kap. 4.2.3). 
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Die Expression des rARMS2-His wurde in BL21(DE3) E. coli Zellen erreicht. Die E. coli 

Zellen wurden mit dem pET21a-ARMS2 Konstrukt nach dem Hitzeschockverfahren 

transformiert (Kap 3.2.4) und auf LB-Agar-Platten ausplattiert. Eine einzelne 

Bakterienkolonie wurde über Nacht in 30 ml LB-Medium kultiviert, um anschließend eine 2 l 

Kultur anzuimpfen. Die Expression des rARMS2-His wurde bei einer OD600 von 0,6 mit 

20 g Lactose induziert und die Kultur für 12 Stunden bei 30°C inkubiert. Anschließend 

wurden die E. coli Zellen durch eine Zentrifugation mit 4.000 x g, für 20 min, bei RT 

pelletiert. Das Zellpellet wurde in 50 ml Bindungspuffer resuspendiert und 2 Stunden bei RT 

invertiert. Die Zellsuspension wurde dreimal jeweils mit 69 Bar in der French Press (French 

Pressure Cell Press, Thermo Spectronic) lysiert und darauf folgend dreimal jeweils mit 60 % 

Intensität sonifiziert (VibraCell VCX 400, Sonics). Der Überstand des Lysats wurde nach der 

Ultrazentrifugation (OPTIMA Ultracentrifuge TLX, Rotor: TLA-100.3, Beckman Coulter) bei 

100.000 x g, für 20 min bei RT abgetrennt und jeweils 20 ml des Überstandes wurden auf die 

HisTrap FF 5 ml Säule (GE Healthcare) geladen. Die Affinitätschromatographie wurde mit 

Hilfe der ÄKTA Basic UPC 10 (GE Healthcare) bei einer Flussrate von 1 ml/min 

durchgeführt. Die Elution wurde jeweils in einem Volumen von 1 ml fraktioniert. 

 

Das Programm für die Reinigung von 20 ml rARMS2-His Lysat: 

1) Laden der Säule mit 20 ml rARMS2-His Lysat 0 % Elutionspuffer, 5 mM Imidazol 

2) Waschen der Säule mit 50 ml Bindungspuffer 0 % Elutionspuffer, 5 mM Imidazol 

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

4) Eluieren des rARMS2-His (50 ml)  55 % Elutionspuffer, 300 mM Imidazol 

5) Säule von Verunreinigungen reinigen (15 ml) 100 % Elutionspuffer, 500 mM Imidazol 

6) Reequilibrieren der Säule (15 ml)   0 % Elutionspuffer, 5 mM Imidazol 

 

Das rARMS2-His zeigt bei 280 nm nur eine geringe Absorption und ist deshalb im 

Chromatogramm nur schwer zu detektieren. Das Imidazol absorbiert Licht mit einer 

Wellenlänge von 280 nm, somit steigt die Absorption mit steigendem Elutionspuffer Anteil. 

Die rARMS2-His enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und die Proteinkonzentration 
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nach Bradford (Kap. 3.3.2) bestimmt. Die durchschnittliche Protein Ausbeute bei vier 

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

 

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

Bindungspuffer  20 mM Tris-HCl pH 8,0, 500 mM NaCl, 8 M Harnstoff, 

    5 mM Imidazol 

Elutionspuffer   20 mM Tris-HCl pH 8,0, 500 mM NaCl, 8 M Harnstoff, 

    500 mM Imidazol 

 

3.3.14 Proteinrückfaltung des rARMS2-His nach der Methode von Vohra et al. (2007) 

 

Die Methode von Vohra und Mitarbeitern (Vohra et al. 2007) umfasst die Rückfaltung 

rekombinanter Proteine nach einer Reinigung unter denaturierenden Bedingungen. Bei der 

Expression von Proteinen in Bakterienzellen sammelt sich ein Großteil der rekombinanten 

Proteine als Einschlusskörperchen. Diese Proteine sind nicht korrekt gefaltet und daher nicht 

gut löslich. Die Proteinausbeute bei einer Reinigung kann gesteigert werden, indem die 

Faltung der Proteine korrigiert wird. Dazu werden die Proteine vollständig mit Harnstoff 

denaturiert und wieder renaturiert, indem schrittweise die Harnstoffkonzentration reduziert 

wird.  

 

Die E. coli Zellen mit rARMS2-His wurden in Denaturierungspuffer resuspendiert, für 20 sek 

sonifiziert und 2 h bei RT unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurde das Homogenisat 30 

min bei 100.000 x g zentrifugiert. Der lösliche Überstand wurde auf eine HisTrap HP 5 ml 

Säule (GE Healthcare, München) geladen und mit Hilfe der ÄKTA Basic (Kap. 3.3.13) 

gereinigt. Die Fraktionen mit dem rARMS2-His Protein wurden vereinigt und gegen den 

Testpuffer über Nacht dialysiert. Nach der Dialyse wurde die Proteinkonzentration bestimmt 

(Kap. 3.3.2), auf 1 mg/ml verdünnt und 100 mM DTT zugesetzt. Anschließend folgte eine 

Dialysereihe (Tab.1), bei der jeder Dialyseschritt mindestens 6 h dauerte. 
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Tab.1: Dialyse-Reihe zur Renaturierung des rARMS2-His. 

 Dialyseschritt 

Reagenz 1 2 3 4 5 6 

Tris-HCl 

 

50 mM  50 mM  50 mM  50 mM  50 mM  25 mM 

pH 8,5 pH 8,5 pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0 pH 7,5 

Harnstoff 4 M 3 M 2 M 1 M - - 

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

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

Glycerol 
(v/v) 10% 10% 10% 10% 10% - 

ox. 
Glutathione 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM - 

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

 

Denaturierungspuffer   10 mM Tris-HCl pH 8,0, 8 M Harnstoff,   

     100 mM NaH2PO4 

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

 

3.3.15 Dialyse des rARMS2-His 

 

Der Austausch eines Puffers wurde mit Hilfe der Dialyse durchgeführt. Alle Arbeitsschritte 

wurden bei 4°C durchgeführt. Jeweils 1 – 20 ml des rARMS2-His wurde in einen 

Dialyseschlauch (Spectra PorDialysis Membrane, MWCO 3500, Spectrum Laboratories, 

Rancho Dominguez, USA) gefüllt und in 1 l des auszutauschenden Puffers dialysiert. Das 

rARMS2-His wurde dreimal dialysiert, wobei jede Dialyse mindestens 6 Stunden dauerte. 
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3.3.16 Proteinrückfaltung des rARMS2-His nach der Methode von Swope Willis et 

al. (2005) 

 

Melissa Swope Willis und Mitarbeiter (Willis et al. 2005) untersuchten die Wirkung von 

pH-Wert, Detergenzien, Reduktionsmittlen, Salzen, Glucose und Arginin auf die Rückfaltung 

denaturierter Proteine. Die getesteten Proteine wurden in einem Puffer mit 6 M 

Guanidinhydrochlorid denaturiert. In 96-well Platten wurden die Puffer mit unterschiedlicher 

Zusammensetzung vorgelegt und das denaturierte Protein hinzugegeben. Aufgrund der 

schnellen Änderung der Pufferbedingungen sollte sich das Protein wieder zurückfalten. Sie 

konnten zeigen, dass bestimmte Reagenzien wie das BMC (Bis-

mercaptoacetamidcyclohexan) oder auch Reduktionsmittel wie das TCEP (Tris(2-

carboxyethyl)-phosphin) erheblichen Einfluss auf die Rückfaltung eines Proteins haben. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Rückfalten des rARMS2-His bei pH-Werten von 5,5 bis 

9,5 in Gegenwart der Detergenzien DDM und Tween-80 sowie der Reduktionsmittel DTT, 

TCEP und Glutathion untersucht. Im ersten Arbeitsschritt wurde das rARMS2-His über Nacht 

dreimal in einem Elutionspuffer dialysiert, der 0,5 M Harnstoff und kein Imidazol enthielt. 

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgeführt. Es wurden jeweils 175 µl Puffer in einem 

96-well vorgelegt und 25 µl rARMS2-His mit einer Konzentration von 1 mg/ml hinzu 

pepitiert. Die Lösung wurde über Nacht geschüttelt und anschließend auf ein Proteinpräzipitat 

untersucht.  

 

Elutionspuffer  20 mM Tris-HCl pH 8,0, 500 mM NaCl, 0,5 M Harnstoff, 

Pepitierschemata für ein 96-well 

25 µl Puffer: final 50 mM MES pH 5,5 / 6,5, Tris-HCl pH 7,6 / 7,8 / 8,2, Borat pH 9,5 

25 µl Salze: final 120 mM NaCl und 10 mM KCl 

25 µl Detergenz: final 0,3 mM DDM, 0,5 mM Tween-80 (optional) 

25 µl Reduktionsmittel: final 5 mM DTT, 5 mM TCEP, 1 mM GS:GSSG (optional) 

Ad 175 µl H2O 
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25 µl rARMS2-His 

BMC   Bis-mercaptoacetamid cyclohexan 

TCEP   Tris (2-carboxyethylphosphin) 

GS:GSSG  reduziertes Glutathion : oxidiertes Glutathion 

 

3.3.17 Isolation von Einschlusskörperchen zur Immunisierung von Kaninchen 

 

Einschlusskörperchen (engl. inclusion bodies) sind Partikel in einer Zelle aus nicht oder falsch 

gefalteten Proteinen. Sie bilden sich häufig bei der Überexpression von Proteinen. Die 

hydrophoben Bereiche dieser Proteine lagern sich zu Protein-Komplexen zusammen, was die 

Löslichkeit der Proteine herabsetzt. Aus diesem Grund werden die Einschlusskörperchen in 

Puffern mit Detergenzien oder chaotropen Substanzen wie z.B. 6 M Guanidinhydrochlorid 

oder 8 M Harnstoff resuspendiert. Die Immunisierung mit Einschlusskörperchen, anstelle 

löslicher Proteine, hat den Vorteil einer stärkeren Immunantwort (pers. Mitteilung von Herrn 

Reinhardt, ImmunoGlobe Antikörpertechnik GmbH), wodurch mehr Antikörper gebildet 

werden. Da die Proteine jedoch nicht nativ vorliegen, ist es unwahrscheinlich Antikörper mit 

Epitopen gegen bestimmte Struktur-Motive zu erhalten. 

 

Das verwendete Protokoll zum Isolieren der Einschlusskörperchen von Nagai und Thogersen 

(Nagai & Thogersen 1987) wurde von der Firma ImmunoGlobe Antikörpertechnik GmbH 

modifiziert. Es wurden BL21(DE3) Zellen mit rARMS2-His transfiziert, auf LB-Agaplatten 

ausplattiert und mit einer Kolonie eine 15 ml Kultur angeimpft. Am darauf folgenden Tag 

wurde mit der 15 ml Kultur 1,5 l LB-Medium angeimpft. Die Expression des rARMS2-His 

Proteins wurde bei einer OD600 von 0,6 durch die Zugabe von 10 g/l Lactose induziert. Die 

Kultur wurde über Nacht bei 37°C inkubiert. Nach dem Zentrifugieren bei 3.000 x g für 5 min 

wurde das Zellpellet in 80 ml eiskaltem Lysispuffer resuspendiert. Anschließend wurden 

20 ml Lysispuffer mit 200 mg Lysozym hinzu gegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. Die 

Zellen und ihre DNA wurden durch 10-minütiges Sonifizieren bei 50 % Intensität (VibraCell 

VCX 400, Sonics) aufgebrochen. Nach der Zugabe von 200 ml Detergenspuffer wurde das 

Lysat 10 min bei 5.000 x g zentrifugiert. Der leicht orangefarbene Überstand wurde 
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dekantiert, das Pellet in 250 ml Waschpuffer resuspendiert und wieder 10 min bei 5.000 x g 

zentrifugiert. Der Schritt des Resuspendierens in 250 ml Waschpuffer und des Zentrifugierens 

wurde noch dreimal wiederholt, bis das Pellet fest war. Das Pellet wurde in 70 % Ethanol 

resuspendiert, 10 min bei 5.000 x g zentrifugiert und in 15 ml PBS wieder aufgenommen. Die 

Suspension wurde durch zehnmaliges Aufziehen und Auslassen mit einer 23G Kanüle 

homogenisiert. Es wurde die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt und 500 µl mit 

einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml für die Immunisierung zu ImmunoGlobe 

Antikörpertechnik GmbH geschickt. 

 

Lysispuffer    50 mM Tris-HCl pH 8,0, 0,25 % (w/v) Glucose,  

     1mM EDTA 

Detergenzpuffer   20 mM Tris-HCl pH 7,5, 2 mM EDTA, 200 mM NaCl,

     1 % (w/v) Desoxyolsäure, 1 % Nonidet P-40 

Waschpuffer    0,5 % Triton X-100, 1 mM EDTA 

PBS      137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;  

     1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 

 

3.3.18 Herstellung und Reinigung des ααααARMS2 Antikörpers 

 

Das Immunisieren eines Kaninchens mit den Einschlusskörperchen des rARMS2-His 

(Antigen) (Kap. 3.3.17) und die anschließende Reinigung des αARMS2 Antikörpers wurden 

von der Firma ImmunoGlobe Antikörpertechnik GmbH (Himmelstadt) durchgeführt. Das 

rARMS2-His wurde an keyhole limpet hemocyanin (KLH) gekoppelt und anschließend dem 

Kaninchen injiziert. Das KLH ist ein Protein der Meeresschnecke Megathura crenulata und 

dient als Adjuvanst. Es induziert eine Entzündungsreaktion im Kaninchen und erhöht die 

Antikörperproduktion. Das Kaninchen wurde nach der ersten Immunisierung zwei weitere 

Male immunisiert, jeweils im Abstand von 14 Tagen. Eine Testblutung wurde 14 Tage nach 

der letzten Immunisierung durchgeführt und für die Reinigung des αARMS2 Antikörpers 

eingesetzt. Die Reinigung des Antikörpers aus dem Blutserum erfolgte in drei Schritten. 

Zuerst wurde das Serum mit Hilfe einer hexa-Histidin Peptid-gekoppelten Säule von 

αHistidin Antikörpern gereinigt. Im zweiten Schritt wurde das Serum gegen das 
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rekombinante rTIMP2-His Protein von E. coli Protein spezifischen Antikörpern und den 

restlichen αHistidin Antikörpern gereinigt. Der dritte Reinigungsschritt umfasste die 

Reinigung gegen das rARMS2-His Protein. Bei dem Kaninchen wurde nach der Testblutung, 

jeweils im Abstand von 14 Tagen, eine Blutung, eine Immunisierung und wieder eine Blutung 

durchgeführt. Die Blutungen wurden vereinigt und zur Reinigung wie oben beschrieben 

eingesetzt. Der aus der Testblutung gereinigte αARMS2 Antikörper wurde für alle weiteren 

Arbeiten eingesetzt. 

 

Das Fusionsprotein rTIMP2-His wurde wie in Kapitel 3.3.7 beschrieben exprimiert und 

gereinigt. Die Fraktionen mit gereinigtem rTIMP2-His wurden vereinigt und in NHS-Puffer 

über Nacht dialysiert. Anschließend wurde das Protein nach Herstellerangaben an eine 

HiTrap™ NHS-activated HP (GE Healthcare) 1 ml Säule kovalent gebunden und die Säule zu 

ImmunoGlobe Antikörpertechnik GmbH geschickt. 

 

NHS-Puffer   200 mM Na2CO3 pH 8,3, 500 mM NaCl 

 

3.3.19 Epitopkartierung des ααααARMS2 Antikörpers 

 

Der αARMS2 Antikörper wurde nach dem Protokoll der Firma JPT Peptide Technologies 

GmbH für PepSPOTs kartiert. Bei dieser Methode werden, basierend auf der 

Aminosäuresequenz des Antigens, Peptide synthetisiert die dem Antigen entsprechen und an 

eine Cellulose-Polyethylenglykolmembran kovalent gebunden sind (Abb.12). Die Peptide 

haben eine Länge von etwa 15 Aminosäuren. Das erste Peptid entspricht den ersten 

15 Aminosäuren des Antigens, während die Sequenz des zweiten Peptids um vier 

Aminosäuren zum C-Terminus des Antigens verschoben ist. Auf diese Weise decken die 

Peptide die vollständige Sequenz des Antigens ab und überlappen sich zu beiden Seiten mit 

jeweils 11 Aminosäuren mit den benachbarten Peptiden. Die Membran wird mit dem zu 

kartierenden Antikörper inkubiert und mit Hilfe eines spezifischen zweiten Antikörpers 

detektiert. Durch die Bindung des Antikörpers an die Peptide, die dessen Epitop enthalten, 

kann die Anzahl der Epitope bestimmt und die Sequenz des Epitops zufriedenstellend 
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eingegrenzt werden. Der zu kartierende Antikörper sollte möglichst rein sein, um 

unspezifische Signale zu vermeiden. 

 

Abb.12: Darstellung des Protein Antigens in linearer Form und die Anordnung der sich überlappenden 

Peptide, die kovalent mit der Cellulosemembran gekoppelt werden. 

 

Folgende Inkubationsschritte wurden mit der Peptid-gekoppelten Cellulosemembran 

durchgeführt: 

 

- 5 min in Methanol 

- 3 x 10m min in TBS 

- 2  h in 5 %iger Magermilch Lösung 

- Spülen mit TBS 

- 3 h in 1. Antikörper αARMS2 Antikörper (1 µg/ml) 

- 1 x 10 min in TBS 
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- 2 h in 2. Antikörper (Verdünnung 1:10.000) 

- 3 x 5 min in TBS 

Die gebundenen αARMS2 Antikörper wurden mit Hilfe der Chemolumineszenzlösung 

(Kap. 3.3.5) detektiert.  

1. Antikörper   αARMS2 polyklonaler Antikörper gelöst in TBS 

2. Antikörper αKaninchen Antikörper gekoppelt mit der 

Meerrettichperoxidase (Calbiochem) gelöst in TBS 

TBS    50 mM Tris-HCl pH 8,0, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl 

 

3.3.20 Immunpräzipitation mit Protein-G-Sepharose 

 

Unter dem Begriff Immunpräzipitation versteht man eine Antikörper-vermittelte Ausfällung 

von löslichen Substanzen. Heutzutage verwendet man dazu Antikörper, die an eine feste 

Phase gekoppelt sind, wie z.B. Protein-A-Sepharose oder Protein-G-Sepharose. Protein-A und 

Protein-G sind bakterielle Proteine aus Staphylococcus aureus bzw. Streptococcus, die an den 

konservierten Teil eines Antikörpers binden. Die beiden Proteine unterscheiden sich in ihren 

Affinitäten zu den Antikörpern verschiedener Spezies. Bei einer Immunpräzipitation wird 

zuerst der Antikörper an die Protein-A bzw. Protein-G-Sepharose gekoppelt und dann mit der 

zu untersuchenden Lösung inkubiert. Die Antikörper binden spezifisch ihre Epitope und 

werden aufgrund der Bindung an die unlöslichen Sepharose durch Zentrifugation pelletiert. 

Anschließend wird der lösliche Überstand abgetrennt und die pelletierten Antikörper mit Hilfe 

von SDS-PAGE und Western blotting analysiert.  

 

In dieser Arbeit wurde jeweils 10 µl Protein-G-Sepharose (Sigma-Aldrich) für eine 

Immunpräzipitation eingesetzt. Die Protein-G-Sepharose wurde durch die Zentrifugation mit 

2000 x g für 2 min bei 4°C pelletiert. Als ersten Schritt wurde die Protein-G-Sepharose 

dreimal mit PBS gewaschen, dazu wurde sie jeweils pelletiert, der Überstand abgenommen 

und in einer frischen PBS Lösung resuspendiert. Dann wurde die Protein-G-Sepharose pro 

10 µl mit 2-20 µg Antikörper bis zur ihrer Verwendung bei 4°C inkubiert. Vor dem Gebrauch, 
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der mit Antikörpern gekoppelten Protein-G-Sepharose, wurde der Überstand abgenommen. 

Anschließend wurde die Protein-G-Sepharose in PBS resuspendiert und entsprechend der 

Anzahl an Immunpräzipitationen auf Reaktionsgefäße verteilt. Nach einer Zentrifugation 

wurde der Überstand entfernt und die mit Antikörpern beladene Protein-G-Sepharose in 300-

1000 µl der zu untersuchenden Lösung resuspendiert. Nach einer Inkubation von 1 bis 12 

Stunden bei 4°C wurde die Protein-G-Sepharose pelletiert, der Überstand entfernt und drei bis 

sechsmal mit dem entsprechenden Puffer gewaschen. Die Protein-G-Sepharose wurde 

anschließend mit SDS-Probenpuffer versetzt und der Überstand für einen Western Blot 

eingesetzt.  

 

PBS     137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;   

    1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 

SDS-Probenpuffer   Endkonzentration: 1,6 % (w/v) SDS; 1 % (v/v)   

    ß-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCl pH 6,8; 15 % Glycerin; 

    0,003 % (w/v) Bromphenolblau 

 

3.3.21 Nachweis des ARMS2 Proteins in humanem Gewebe 

 

Die Expression des ARMS2 Proteins in humanem Gewebe der Niere, Plazenta, Netzhaut und 

des Herzens wurde mit Hilfe der Immunpräzipitation (Kap. 3.3.20) und anschließender 

Western Blot Analyse (Kap. 3.3.3) untersucht. Die jeweiligen Gewebe wurden auf Eis 

aufgetaut und in einem glukosehaltigen Puffer homogenisiert, um anschließend den Überstand 

mit den löslichen Proteinen und Mitochondrien abzutrennen. Der Überstand wurde dann für 

die Immunpräzipitation eingesetzt. Die Menge an Proteinen wurde auf die Menge der ERK1/2 

Proteine mit Hilfe eines Western Blots normalisiert.  

 

Das humane Gewebe wurde bei -80°C gelagert. Alle hier beschriebenen Arbeitsschritte 

wurden bei +4°C durchgeführt. Jeweils 150-200 mg der Niere, Plazenta, Lunge, Netzhaut und 

des Herzens wurde mit Hilfe eines Glas-Teflon Homogenisieres in 1 ml Puffer 1 (Fernandez-

Vizarra et al. 2002) homogenisiert, anschließend wurde das Homogenisat für 5 min bei 
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500 x g zentrifugiert und der Überstand abgetrennt. Der Überstand wurde dann für die 

Immunpräzipitation mit dem αARMS2 Antikörper eingesetzt. Die Protein-G-Sepharose 

(Kap. 3.3.20) wurde mit 20 µg des αARMS2 Antikörpers inkubiert, anschließend wurde die 

Protein-G-Sepharose über Nacht mit 1 ml des Überstandes inkubiert. Die unspezifisch 

gebundenen Proteine wurden durch sechsmaliges Waschen der Protein-G-Sepharose mit 

jeweils 600 µl PBS entfernt. Die Protein-G-Sepharose wurde dann in 65 µl SDS-Probenpuffer 

aufgekocht und jeweils 30 µl für einen Western Blot eingesetzt. Zur Detektion des ARMS2 

Proteins wurde das SuperSignal® West Femto verwendet und der Röntgenfilm wurde ca. 

20 min exponiert. 

 

Puffer 1   10 mM Tris-HCl pH 7.4, 0.32 M Glucose, 1 mM EDTA, 

    2 µg/ml Aprotinin, 100 µg/ml PMSF, 2 µg/ml Leupeptin 

SDS-Probenpuffer   Endkonzentration: 1,6 % (w/v) SDS; 1 % (v/v)   

    ß-Mercaptoethanol; 50 mM Tris-HCl pH 6,8; 15 % Glycerin; 

    0,003 % (w/v) Bromphenolblau 

PBS     137 mM NaCl; 2,6 mM KCl; 10 mM Na2HPO4;   

    1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 
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4. Ergebnisse 

 

Die erblichen Dystrophien der Netzhaut umfasst eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, 

die aufgrund von Mutationen in einem Gen zu Störungen in der Netzhautentwicklung oder 

dessen Funktion führen. Einen kleinen Ausschnitt vom Erscheinungsbild und Verständnis der 

erblichen Netzhautdystrophien wird anhand in dieser Arbeit behandelten Erkrankungen der 

X-gebundene juvenilen Retinoschisis (XRS) und der altersabhängigen Makuladegeneration 

(AMD) gezeigt. Beide Erkrankungen führen aufgrund einer Degeneration der Netzhaut zu 

einen reduziertem Visus, was zu Blindheit führen kann. Sie unterscheiden sich aber z.B. in 

ihrer zeitlichen Manifestation und der Anzahl an krankheitsauslösenden Faktoren. Während 

XRS offensichtlich eine monogenetische Erkrankung ist, die bei Männern in jungen Jahren 

auftritt, entwickelt sich die AMD erst im Alter bei Frauen und Männern, desweiteren scheint 

die AMD von mehreren Faktoren abhängig zu sein.  

In dieser Arbeit werden zwei Proteine untersucht, die eine entscheidende Rolle bei dem 

pathogenen Mechanismus der XRS und der AMD spielen bzw. spielen könnten. Zum einen 

werden für das mit der XRS assoziierte Retinoschisin (RS1) potentielle Bindungspartner 

überprüft, um daraus auf eine Funktion des RS1 schließen zu können. Zum anderen wird die 

Expression des AMRS2 Proteins und dessen Varianten untersucht, um daraus einen 

funktionellen Zusammenhang zur AMD ableiten zu können. 

 

 

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

Identifikation seiner Bindungspartner 

 

Das Retinoschisin (RS1) ist ein Netzhaut spezifisches Protein, das als homo-oktameres 

Protein an der Plasmamembran der Bipolar- und Photorezeptorzellen lokalisiert ist (Molday et 

al. 2001). Darüber hinaus ist nur wenig über die Funktion des Retinoschisins bekannt. 

Nachfolgend wird beschrieben, wie die Bindung des RS1 an die Netzhaut der RS1-KO-Maus 

charakterisiert und die Interaktion zu potentiellen Bindungspartnern mit Hilfe von ELISA und 

Immupräzipitationen überprüft wurde. 
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4.1.1 Bindung des rRS1 an unterschiedliche Gewebe der RS1-KO-Maus 

 

Das RS1 wird spezifisch in der Netzhaut und der Gehirnanhangsdrüse exprimiert. Eine 

gewebespezifische Bindung des RS1 an einen Bindungspartner in der Netzhaut oder im 

Gehirn ist bisher nicht bekannt. Mit Hilfe eines Western Blots wurde überprüft, ob 

rekombinantes RS1 (rRS1) an Membranen unterschiedlicher Gewebe der RS1-KO-Maus 

bindet. Dazu wurde die Bindung des rRS1 an das Gewebe der Netzhaut, des Gehirns, der 

Niere, der Leber, des Herzens und der Lunge wie in Kapitel 3.3.7 beschrieben untersucht 

(Abb. 13). Stellvertretend für die übrigen Gewebe zeigt das Netzhautgewebe die Konstanz der 

eingesetzten Proteinmenge anhand der β2-Untereinheit des Transmembranproteins 

Na/K-ATPase (ATP1B2) und die quantitative Abtrennung der löslichen Proteine anhand des 

ERK1/2. 

 

Abb.13: Bindung des rRS1 an Gewebe der RS1-KO-Maus. Das Gewebe wurde homogenisiert und in drei 

Zentrifugationsschritten (Pfeile) zunächst in PBS, dann in Zellkulturmedium mit rRS1 und zuletzt wieder in PBS 

resuspendiert. Die Fraktionen mit unlöslichen Zellbestandteilen wurden jeweils abgetrennt und als M1-M4 

gekennzeichnet. Die durch Zentrifugation abgetrennten löslichen Fraktionen wurden als S1-S3 gekennzeichnet. 

Das rRS1 wurde mit Hilfe des αRS1p Antikörpers im Western Blot nachgewiesen. Stellvertretend für die 

anderen Gewebe ist anhand der Netzhaut die Konstanz der eingesetzten Proteinmenge durch die β2-Untereinheit 

der Na/K-ATPase (ATP1B2) und die quantitative Abtrennung der löslichen Proteine durch die MAP-Kinase 

ERK1/2 dargestellt. 



Ergebnisse 
 _________________________________________________________________________________________  

66

Das Gewebe der RS1-KO-Maus enthält kein endogenes Retinoschisin, da die erste 

Membranfraktion (M1) keine RS1 Bande zeigt. Erst nach der Zugabe des rRS1 wird es 

detektiert (M2). Das rRS1 wird nach dem zweiten Zentrifugationsschritt in den unlöslichen 

Fraktionen (M3, M4) des Netzhautgewebes nachgewiesen. Bei den anderen Geweben wird 

das rRS1 jeweils in der löslichen Fraktion (S2) detektiert. Das weist auf eine spezifische 

Bindung des rRS1 an das Gewebe der Netzhaut hin. Somit sollten die Bindungspartner des 

Retinoschisins auch spezifisch für die Netzhaut sein. Die löslichen Proteine der Gewebe 

werden durch den ersten Zentrifugationsschritt quantitativ abgetrennt. Infolgedessen sind die 

Bindungspartner des Retinoschisins fest in oder mit der Membran verankert. Die spezifische 

Bindung des rRS1 an die Netzhaut der RS1-KO-Maus ermöglicht es, diese Bindung näher zu 

charakterisieren. 

 

4.1.2 Bindung von rRS1 und RS1-Cystein-Mutanten an RS1-KO-Netzhäute 

 

Das Retinoschisin ist ein homo-oktameres Protein. Die Monomere sind über Disulfidbrücken 

der Cysteine an den Positionen 40, 59 und 223 (C40, C59, C223) miteinander verknüpft (Wu 

et al. 2005). Es ist bekannt, dass der Austausch der Cysteine C59 und C223 zu einem Serin 

(S) zum RS1 Dimer (rRS1_C59S/C223S) führt. Ein weiterer Austausch des Cysteins C40 zu 

einem Serin führt zum RS1 Monomer (rRS1_C40S/C59S/C223S). Der Einfluss der 

oligomeren Struktur des RS1 auf die Bindung zur Netzhaut ist unbekannt und wird mit Hilfe 

der RS1-KO-Maus untersucht. Zuerst wird die oligomere Form des rRS1 sowie der rRS1 

Cystein-Mutanten mit einem Western Blot überprüft, indem die Proteine unter reduzierenden 

und nicht-reduzierenden Bedingungen analysiert werden (Abb.14 A). Um im Western Blot 

eine definierte Auftrennung zu erhalten wurden die Proteine zusätzlich mit 10 mM 

N-Ethylmaleimide (NEM) vorbehandelt. Das NEM bindet an die freien Cysteine und 

verhinderte so die Bildung von Disulfidbrücken.  

 

Die Proteine rRS1, rRS1_C59S/C223S und rRS1_C40S/C59S/C223S migrieren im Western 

Blot unter reduzierenden Bedingungen bei einem Molekulargewicht von ca. 26 kDa anstelle 

der erwarteten 24 kDa. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen migriert das rRS1_C40S bei 

ca. 45 kDa anstelle der erwarteten 48 kDa. Diese Abweichungen im Migrationsverhalten 

lassen sich auf die Modifikation mit dem NEM zurückführen. Das rRS1 und die rRS1-
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Cystein-Mutanten zeigen im Western Blot, dass aufgrund ihrer Oligomeren Form zu 

erwartende Migrationsverhalten. Die jeweils oligomere Form des rRS1, rRS1_C59S/C223S 

und rRS1_C40S/C59S/C223S ist intakt und wird zur Untersuchung ihrer Bindung an die 

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

 

 

Abb.14: Überprüfung der Bindung des oktameren rRS1, des dimeren rRS1_C59S/C223S und des 

monomeren rRS1_C40S/C59S/C223S an die Netzhaut der RS1-KO-Maus. A) Nachweis des rRS1, des 

rRS1_C59S/C223S und des rRS1_C40S/C59S/C223S unter reduzierenden und nicht-reduzierenden 

Bedingungen mit Hilfe der Western Blot Analyse. B) Die Netzhaut wurde homogenisiert und in drei 

Zentrifugationsschritten (Pfeile) erst in PBS, dann in Zellkulturmedium mit rRS1 oder den RS1 Cystein-

Mutanten (rRS1*) und zuletzt wieder in PBS resuspendiert. Die Fraktionen mit unlöslichen Zellbestandteilen 

wurden als M1-M4 gekennzeichnet. Die durch die Zentrifugation abgetrennten löslichen Fraktionen wurden als 

S1-S3 gekennzeichnet. Das RS1 wurde mit Hilfe des anti-RS1p Antikörpers nachgewiesen. 

 

Das rRS1 und die rRS1 Cystein-Mutanten werden nach der Inkubation mit homogenisierten 

RS1-KO-Netzhäuten jeweils in den unlöslichen Fraktionen nachgewiesen. Die rRS1 Cystein-

Mutanten binden ebenso wie das rRS1 an die RS1-KO-Netzhaut (M3, M4). Demnach scheint 

die oktamere Struktur des RS1 nicht erforderlich für die Bindung an die Netzhaut zu sein und 

jedes RS1 Monomer enthält offensichtlich die für eine Bindung notwendige Domäne. 
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4.1.3 Blockieren der Bindung des rRS1 an RS1-KO-Netzhaut mit Peptiden 

 

Das RS1 Monomer enthält eine Discoidin Domäne, deren Struktur drei Schlaufen ausbildet. 

Diese Schlaufen werden als Spikes 1, 2 und 3 bezeichnet und ragen aus der globulären 

Struktur der Discoidin Domäne heraus (Abb.15 A). Es ist bekannt, dass andere Discoidin 

Domänen enthaltende Proteine mit den Spikes an ihre Bindungspartner binden (Andersen et 

al. 2000; Leitinger et al. 2004). Die Bindung des rRS1 an die RS1-KO-Maus Netzhaut wird 

durch die Zugabe synthetischer Peptide untersucht (Abb.15 B). Die Peptide entsprechen der 

Aminosäuresequenz des jeweiligen Spikes (Abb.15 B Peptid 1-3) und sollten daher 

kompetitiv mit rRS1 an die Netzhaut der RS1-KO-Maus binden. Die Aminosäuresequenz 

spezifische Bindung der Peptide wird mit Hilfe des Peptids Random (Sequenz: DEMCRIWD) 

überprüft. Es enthält die gleichen Aminosäuren wie das Peptid 3, jedoch in einer zufälligen 

Reihenfolge. Durchgeführt wird das Experiment wie es in Kapitel 3.3.7 beschrieben ist. 

 

 

Abb.15: Darstellung der Discoidin Domäne und Blockierung der Bindung des rRS1 zu RS1-KO-Netzhaut 

mit Peptiden. A) Struktur-Model der Discoidin Domäne des RS1. Die Spikes wurden von 1 bis 3 nummeriert 

und mit Aminosäuresequenz dargestellt. Die Abbildung wurde nach Molday et al. (2005) modifiziert. B) Die 

Netzhaut wurde homogenisiert und in zwei Zentrifugationsschritten (Pfeile) erst in PBS und danach in 

Zellkulturmedium mit rRS1 und den Peptiden 1-3 oder jeweils den einzelnen Peptiden 1-3 bzw. der zufälligen 

Peptidsequenz resuspendiert. Die Fraktionen mit unlöslichen Zellbestandteilen wurden als M1-M3 

gekennzeichnet. Die durch die Zentrifugation abgetrennten löslichen Fraktionen wurden als S1 und S2 

gekennzeichnet. Das RS1 wurde mit Hilfe des αRS1p Antikörpers nachgewiesen. 
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Nach der Zugabe des rRS1 wird es in Gegenwart der Peptide 1, 2 und 3 in der löslichen 

Fraktion (S2) detektiert. Alle drei Peptide zusammen blockieren die Bindung des rRS1 an die 

Netzhaut. In Gegenwart des Peptid 1 oder des Peptids Random wird das rRS1 nur in den 

unlöslichen Fraktionen (M2, M3) nachgewiesen. Diese beiden Peptide haben keinen Einfluss 

auf die Bindung des rRS1 zur Netzhaut. In Gegenwart des Peptids 2 wird der Großteil des 

rRS1 in der löslichen und nur eine geringe Menge in der unlöslichen Fraktion nachgewiesen. 

Das Peptid 2 verhindert also nicht vollständig die Bindung des rRS1 an die Netzhaut. In 

Anwesenheit des Peptids 3 wird das rRS1 nach der Zugabe zur Netzhaut in der löslichen 

Fraktion (S2) detektiert. Das Peptid 3 verhindert die Bindung des rRS1 an die Netzhaut 

vollständig. Offensichtlich bindet das RS1 mit Hilfe der Spikes 2 und 3 an die RS1-KO-Maus 

Netzhaut. An welchen Bindungspartner die Spikes des RS1 binden ist bisher unklar. 

 

4.1.4 Überprüfung der Phospholipide als Bindungspartner des Retinoschisins 

 

Die Bindung des RS1 an die negativ geladenen Phospholipide, insbesondere an das 

Phosphatidylserin, ist umstritten (Vijayasarathy et al. 2007). Zur Klärung, ob RS1 spezifisch 

an Phospholipide bindet wird, die Affinität des rRS1 zu Phospholipiden mit Hilfe des ELISA 

(Abb.16) und artifizieller Liposomen (Abb.17) überprüft.  

 

Die Bindung des RS1 an eine Membran aus Phospholipiden könnte abhängig von deren 

Zusammensetzung sein, deshalb wird die Affinität des rRS1 zu den Phospholipiden 

Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS) und einem 

Gemisch aus diesen Lipiden (Lipid Mix) mittels ELISA untersucht (Kap. 3.3.8). Die Bindung 

des rRS1, Transthyretin (rTTR) und rHMFG8 an unilaminare Phospholipide wird wie in 

Kapitel 3.3.10 durchgeführt. Das TTR bindet nicht an Phospholipide und wird als 

Negativkontrolle eingesetzt. Das HMFG8 bindet spezifisch an PS und wurde 

dementsprechend als Positivkontrolle eingesetzt. 
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Abb.16: Überprüfung der Bindung des rRS1, rTTR und rHMFG8 an Phospholipide mittels ELISA. Eine 

96-well Platte wurde mit den jeweiligen Phospholipiden beschichtet und mit den rekombinanten Proteinen 

inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden mit Hilfe einer Farbreaktion bei einer OD450 nachgewiesen. Das 

rTTR wurde als Negativkontrolle und das rHMFG8 wurde als Positivkontrolle für die Bindung an PS eingesetzt. 

Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS) rekombinantes Retinoschisin 

(rRS1), rekombinantes Transthyretin (rTTR), rekombinantes Milchfett globulärer-EGF Faktor 8 Protein 

(rHMFG8) 

 

Die Absorption des rRS1 und des rTTR beträgt in Gegenwart der Phospholipide zwischen 

0,15 und 0,2. Beim rHMFG8 wird in Gegenwart des Lipid Mixes, des PC und des PE 

ebenfalls eine Absorption von 0,15 bis 0,2 gemessen. In Anwesenheit des PS beträgt die 

Absorption des rHMFG8 0,42. Das rRS1 verhält sich wie das rTTR und bindet an keines der 

Phospholipide, während das rHMFG8 spezifisch an das PS bindet.  

 

Der Lipid Mix enthält Phosphatidylserin, dem entsprechend sollte das rHMFG8 auch daran 

binden (Andersen et al. 2000). Die Absorption des rHMFG8 in Gegenwart des Lipid Mixes ist 

aber vergleichbar mit der Absorption der Lipide, an die rHMFG8 nicht bindet. Es gibt zwei 

mögliche Erklärungen, weshalb das rHMFG8 nicht an das PS im Lipid Mix bindet: 1) Die PS-

Konzentration ist zu niedrig, damit das rHMFG8 in einer detektierbaren Menge bindet. 2) Die 

Oberfläche der Lipidmembran ist nicht gekrümmt. Es ist bekannt, dass die Affinität des 

HMFG8 zu Membranen mit PS abhängig von der Krümmung ihrer Oberfläche ist (Gilbert & 

Arena 1995). Dies könnte auch auf das RS1 zutreffen und wird mit Hilfe artifizieller 

Liposomen untersucht. 
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Die Liposomen werden zum einen aus reinem PC hergestellt, die als negative Kontrolle 

eingesetzt wird. Zum anderen werden die Liposomen aus Lipid Mix hergestellt und mit 

jeweils 20 % (w/w) PE oder PS versetzt, da die Liposomen aus reinem PE oder PS nicht stabil 

sind. Durch die Zugabe des PE und PS zu dem Lipid Mix wird der Anteil des jeweiligen 

Lipids auf ca. 55 % bzw. 25 % erhöht. Die Bindung des rRS1 an die Liposomen wird nach 

dem gleichen Prinzip untersucht wie die Bindung an das Gewebe der RS-KO-Maus 

(Kap. 3.3.7). 

 

Abb.17: Bindung des rRS1, rTTR und rHMFG8 an Liposomen. Die Liposomen werden in zwei 

Zentrifugationsschritten (Pfeile) erst in PBS und danach in Zellkulturmedium mit rRS1, rTTR oder rHMFG8 

resuspendiert. Die Fraktionen mit den Liposomen sind als M1-M3 gekennzeichnet. Die durch die Zentrifugation 

abgetrennten löslichen Fraktionen sind als S1 und S2 gekennzeichnet. Die Liposomen bestehen aus reinem PC 

oder Lipid Mix, dem 20 % (w/w) PE (PE + Lipid Mix) oder PS (PS + Lipid Mix) zugesetzt ist. Das RS1 wird 

mit Hilfe des αRS1p Antikörpers und das rTTR und rHMFG8 mit dem αRho-1D4 Antikörper nachgewiesen. 

Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS) rekombinantes Retinoschisin 

(rRS1), rekombinantes Transthyretin (rTTR), rekombinantes Milchfett globulärer-EGF Faktor 8 Protein 

(rHMFG8). 

 

Das rRS1 und das rTTR wird jeweils nach der Zugabe zu den Liposomen in den löslichen 

Überständen (S2) detektiert. Im Gegensatz dazu wird das rHMFG8 jeweils in den unlöslichen 

Fraktionen (M3) der Liposomen nachgewiesen, die PS enthalten. In Gegenwart der 

Liposomen aus reinem PC wird das rHMFG8, wie das rRS1 und rTTR, in der löslichen 

Fraktion (S2) detektiert. Das rHMFG8 bindet an alle Liposomen die PS enthalten, auch an die 

Liposomen aus reinen Lipid Mix an die es im ELISA nicht bindet. Während das rRS1 und das 

rTTR an keines der Liposomen bindet. Somit hat weder die gekrümmte Oberfläche der 

Liposomen, noch die Erhöhung der PS-Konzentration einen Einfluss auf die Bindung des 
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rRS1 zum PS. Aus diesem Grund ist eine spezifische Bindung des RS1 zu PS wenig 

wahrscheinlich. 

 

4.1.5 Überprüfung der Kollagene I bis V als Bindungspartner des Retinoschisins 

 

Die Kollagene sind bekannte Bindungspartner der Discoidin Domäne Rezeptoren-1 und -2 

(DDR1, DDR2) (Leitinger 2003). Sie binden mit ihrer Discoidin Domäne die Kollagene I bis 

III und sind damit auch an der Zell-Zell Adhäsion beteiligt. Das RS1 könnte wie das DDR1 

und DDR2 an die Kollagene I bis III binden, da es eventuell ebenfalls an Zell-Zell 

Adhäsionsprozessen beteiligt ist. Die Affinität des RS1 zu den Kollagenen wird mit Hilfe 

eines ELISA untersucht (Kap. 3.3.11). 

 

Für den ELISA wird das rRS1, rTTR und die extrazelluläre Domäne des DDR2 

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

Kollagene und wurde als Negativkontrolle eingesetzt. Die ersten 400 Aminosäuren des DDR2 

bilden die extrazelluläre Domäne, welche die Discoidin Domäne enthält, mit der es an die 

Kollagene I, II und III bindet (Leitinger 2003). 

 

 

Abb.18: Überprüfung der Bindung des rRS1, rTTR und rDDR2_AS1-400 an die Kollagene I-V mit Hilfe 

des ELISA. Eine 96-well Platte wird mit den Kollagenen I-V beschichtet und mit den rekombinanten Proteinen 

inkubiert. Die gebundenen Proteine werden mit Hilfe einer Farbreaktion bei einer OD450 nachgewiesen. Das 

rTTR wird als negative Kontrolle und das rDDR2_AS1-400 wird als positive Kontrolle für die Bindung an die 

Kollagene I, II und III eingesetzt. Rekombinantes Retinoschisin (rRS1), rekombinantes Transthyretin (rTTR), 

extrazelluläre Domäne des Discoidin Domäne Rezeptor 2 (rDDR2_AS1-400), Kollagen I bis V (Kol I-V) 
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Die Absorption des rRS1 beträgt in Gegenwart der Kollagene zwischen 0,39 und 0,53. Das 

rTTR bindet nicht an die Kollagene und zeigt eine Absorption von 0,32 bis 0,39. In 

Anwesenheit der bekannten Bindungspartner Kollagene I, II und III zeigt das 

rDDR2_AS1-400 eine Absorption von 0,99, 1,29 und 1,10. In Gegenwart der Kollagene IV 

und V, an die das rDDR2_AS1-400 nicht bindet (Leitinger et al. 2004; Ichikawa et al. 2007), 

wird eine Absorption von 0,39 und 0,48 detektiert. Das rRS1 verhält sich ähnlich wie das 

rTTR und zeigt keine Affinität zu den Kollagenen. Die Absorption des rRS1 liegt im 

Durchschnitt 0,10 über der des rTTR, jedoch ist die Absorption vergleichbar mit der des 

rDDR2_AS1-400 in Gegenwart der Kollagene IV und V. Zusammenfassend lässt sich sagen, 

dass das rRS1 nicht, wie der Discoidin Domäne Rezeptor 2, spezifisch an die Kollagene I, II 

oder III bindet (Abb.18). 

 

4.1.6 Untersuchung der Bindung des Retinoschisins und der RS1-Cystein-Mutanten zu 

RS1-KO-Maus Netzhaut in Gegenwart von Monosacchariden 

 

Die Bindung des RS1 an Galactose wurde gezeigt, indem das RS1 durch immobilisierte 

Monosaccharide präzipitiert wurde (Dyka et al. 2008). Die Galactose ist als Bestandteil der 

Proteoglykane und der Glykolisierung eines Proteins eine elementare Komponente der 

extrazellulären Matrix. Das RS1 könnte an Strukturen der Proteoglycane oder an glykosylierte 

Proteine binden. Aus diesem Grund wird überprüft, ob die Galactose die Bindung des RS1 zur 

RS1-KO-Maus Netzhaut beeinflusst und inwiefern die oligomere Struktur des RS1 hierbei 

eine Rolle spielt (Abb.19). Ein Galactose-abhängiger Einfluss wird durch den Einsatz der 

diasteriomeren Mannose untersucht. 

Die Bindung des RS1, rRS1_C59S/C223S und rRS1_C40S/C59S/C223S an RS1-KO-Maus 

Netzhäute in Gegenwart von 1 M Galactose bzw. Mannose wird wie in Kapitel 3.3.7 

beschrieben durchgeführt.  
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Abb.19: Blockieren der Bindung des rRS1, rRS1_C59S/C223S und rRS1_C40S/C59S/C223S (rRS1*) an 

RS1-KO-Netzhaut mit Monosacchariden. Die Netzhäute werden homogenisiert und in zwei 

Zentrifugationsschritten (Pfeile) erst in PBS und danach in Zellkulturmedium mit rRS1 und 1 M Galactose oder 

Mannose (Monosaccharide**) resuspendiert. Die Fraktionen mit unlöslichen Zellbestandteilen sind als M1-M3 

gekennzeichnet. Die durch die Zentrifugation abgetrennten löslichen Fraktionen sind als S1 und S2 

gekennzeichnet. Das RS1 wird mit Hilfe des αRS1p Antikörpers nachgewiesen. 

 

Das rRS1, rRS1_C59S/C223S und rRS1_C40S/C59S/C223S wird in Gegenwart von 

1 M Galactose jeweils im zweiten löslichen Überstand (S2) detektiert. In Anwesenheit der 

Mannose wird das rRS1 in der unlöslichen Fraktion (M3) nachgewiesen. Daraus folgend wird 

die Bindung des RS1 zu RS1-KO-Netzhäuten durch die Galactose inhibiert, durch die 

Mannose jedoch nicht. Die Galactose inhibiert die Bindung des RS1 unabhängig von dessen 

oligomerer Form. Es stellt sich die Frage, ob die Galactose unspezifisch die Bindung des RS1 

zur RS1-KO-Maus Netzhaut blockiert oder ob sie essentieller Bestandteil der Bindung zum 

Bindungspartner ist.  
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4.1.7 Immunpräzipitation des Retinoschisins aus solubilisierter Mausnetzhäute 

 

Molday und Mitarbeiter (2007) suchten mittels Immunpräzipitation von solubilisierten 

humanen Netzhäuten durch eine αRS1m Antikörper-Sepharosematrix nach Bindungspartnern 

des RS1. Sie identifizierten mit Hilfe des MALDI-TOF Verfahrens die α3 und β2 

Untereinheiten der Na/K ATPase als Bindungspartner und zeigten die Kolokalisation der α3 

Untereinheit der Na/K ATPase mit dem RS1 in der Netzhaut.  

Bei der Immunpräzipitation des RS1 aus Wildtypnetzhäuten, besteht der 

RS1 / Na/K ATPase-Komplex bereits bevor die Netzhäute solubilisiert werden. Die Bindung 

des RS1 an die Na/K ATPase wird mölichcherweise nur an einer funktionsfähigen 

Plasmamembran gebildet und benötigt eventuell andere Proteine oder Lipide der 

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

Immunpräzipitation von rekombinantem RS1 an solubilisierten RS1-KO-Maus Netzhäuten 

untersucht (Abb.20). Hierbei muss sich der rRS1 / Na/K ATPase-Komplex bilden, nachdem 

die RS1-KO-Maus Netzhäuten solubilisiert und die Plasmamembran aufgelöst wurde. Die 

Wahrscheinlichkeit, dass andere Proteine oder Lipide der Plasmamembran für die Bindung 

des rRS1 zur Na/K ATPase nötig sind, wird auf diese Weise reduziert. 

Die RS1-KO-Maus Netzhäute werden wie in Kapitel 3.3.12 beschrieben solubilisiert und mit 

rRS1 inkubiert. Das rRS1 wird mit Hilfe des polyklonalen αRS1 Antikörpers präzipitiert. 

Anschließend wird das rRS1/Netzhaut-Gemisch (Abb.20, siehe „Auftrag“), die Protein-G 

Sepharose nach dem fünften Waschschritt (Abb.20, siehe „Eluat“) und der Überstand nach 

der Inkubation mit der Protein-G Sepharose (Abb.20, siehe „Durchfluss“) für einen Western 

Blot eingesetzt. Die spezifische Bindung der Na/K ATPase an das rRS1 wird durch die 

Immunpräzipitation in Abwesenheit des rRS1 überprüft. 
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Abb.20: Immunpräzipitation des rRS1 aus solubilisierten RS1-KO-Maus Netzhäute und Überprüfung der 

Kopräzipitation der αααα3/ββββ2 Untereinheiten der ATPase. Die RS1-KO-Maus Netzhäute werden in einem 

Puffer mit 10 mM CHAPS solubilisiert und zentrifugiert. Anschließend wird der lösliche Überstand (sol. KO-

Netzhaut) zur Immunpräzipitation eingesetzt. Für die Immunpräzipitation wird der αRS1p Antikörper 

verwendet. Als Kontrolle für eine spezifische Bindung wird eine Immunpräzipitation in Abwesenheit von rRS1 

durchgeführt. Das rRS1-Netzhaut-Gemisch (Auftrag), die Protein-G Sepharose nach den Waschschritten (Eluat) 

und die lösliche Fraktion nach der Inkubation mit der Protein-G Sepharose (Durchfluss) werden für einen 

Western Blot eingesetzt. Das Retinoschisin wurde mit Hilfe des monoklonalen αRS1 Antikörpers nachgewiesen. 

Die α3 Untereinheit der Na/K ATPase wurde mittels des αATP1A3 Antikörpers und die β2 Untereinheit mit 

Hilfe des αATP1B2 Antikörpers im Western Blot detektiert. 

 

Das rRS1 wurde in der Auftragsfraktion und im Eluat detektiert. Dementsprechend wird das 

eingesetzte rRS1 quantitativ mit dem polykolnalen αRS1 Antikörper präzipitiert. Die 

α3/β2 Untereinheiten werden unabhängig von der Gegenwart des rRS1 in der Auftrags- und 

Durchflussfraktion detektiert. In Gegenwart des rRS1 präzipitierten die α3/β2 Untereinheiten 

im Eluat und deuten so auf eine Bindung mit dem rRS1 hin. Die α3 Untereinheit migriert im 

SDS-Gel auf der Höhe eines ca. 115 kDa Proteins, bei einem kalkulierten Molekulargewicht 

von 111 kDa. Die Diskrepanz zwischen kalkuliertem und apparentem Molekulargewicht ist 

durch die Glykosylierung der Untereinheit erklärbar. Von den β Untereinheiten der Na/K-

ATPase ist bekannt, dass sie in der Plasmamembran hochgradig glyckosyliert werden (Chow 
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& Forte 1995). Die β2 Untereinheit hat ein kalkuliertes Molekulargewicht von 33 kDa, durch 

die Glykolisierung migriert es im SDS-Gel mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 

50 kDa. Offensichtlich wird nur die in der Plasmamembran lokalisierte β Untereinheit 

solubilisiert und bindet an das rRS1. Inwiefern die α3 Untereinheit, die Glykosylierung der 

β2 Untereinheit oder die Oberfläche der Plasmamembran für die Bindung bedeutend ist, ist 

gegenwärtig unklar. 

 

4.1.8 Überprüfung der Interaktion des rRS1 und der RS1-Cystein-Mutanten mit der 

extrazellulären Domäne der ββββ2 Untereinheit der Na/K ATPase 

 

Die Immunpräzipitation des rRS1 aus solubilisierten RS1-KO-Maus Netzhäuten deutet auf 

eine direkte Bindung mit der Na/K ATPase hin. Die β2 Untereinheit ist als Bindungspartner 

wahrscheinlicher als die α3 Untereinheit, da sie eine erheblich größere extrazelluläre Domäne 

besitzt mit der das RS1 interagieren könnte. Ein definitiver Beweis der Bindung des RS1 an 

die β2 Untereinheit steht jedoch noch aus. Das rRS1 bindet unabhängig von seiner 

oligomeren Form an die RS1-KO-Maus Netzhäute (Kap. 4.1.2). Ob das rRS1 auch 

unabhängig von seiner oligomeren Form an die β2 Untereinheit bindet, wird mittels 

Immunopräzipitation überprüft.  

 

Das rRS1 und die RS1-Cystein-Mutanten werden mit der extrazellulären Domäne der  

Na/K ATPase  β2 Untereinheit (rβ2_AS1-239) inkubiert und anschließend für die 

Immunpräzipitation eingesetzt (Abb.21). Das RS1 wird jeweils durch den αRS1p Antikörper 

präzipitiert. Anschließend wird das RS1/rβ2_AS1-239-Gemisch (Abb.21, Auftrag), die 

Protein-G Sepharose nach dem fünften Waschschritt (Abb.21, Eluat) und der Überstand des 

fünften Waschschrittes (Abb.21, Waschung) für einen Western Blot eingesetzt. Die 

spezifische Bindung der rβ2_AS1-239 an das RS1 wird durch eine Immunpräzipitation in 

Abwesenheit des rRS1 überprüft. 
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Abb.21: Überprüfung der Kopräzipitation des oktameren rRS1, des dimeren rRS1_C59S/C223S und des 

monomeren rRS1_C40S/C59S/C223S mit der extrazellulären Domäne der ATPase ββββ2 Untereinheit 

(rββββ2_AS1-239). Das rRS1 und die RS1-Cystein-Mutanten werden zusammen mit rβ2_AS1-239 inkubiert und 

anschließend zur Immunpräzipitation eingesetzt. Für die Immunpräzipitation wird der αRS1p Antikörper 

verwendet. Als Kontrolle für eine spezifische Bindung wird die Immunpräzipitation in Abwesenheit des rRS1 

durchgeführt. Das rRS1/rβ2_AS1-239-Gemisch (Auftrag), die Protein-G Sepharose nach den Waschschritten 

(Eluat) und der Überstand des fünften Waschschrittes (Waschung) werden jeweils für den Western Blot 

eingesetzt. Das Retinoschisin wird mit Hilfe des αRS1m Antikörpers nachgewiesen. Die β2 Untereinheit der 

Na/K ATPase wird mit Hilfe des αATP1B2 Antikörpers im Western Blot detektiert. 

 

Das rRS1, rRS1_C59S/C223S und rRS1_C40S/C59S/C223S wird jeweils im Auftrag und im 

Eluat detektiert. Dem entsprechend wird das eingesetzte rRS1 quantitativ präzipitiert. Das 

rβ2_AS1-239 wird immer im Auftrag nachgewiesen. In Abwesenheit des rRS1 wurde das 

rβ2_AS1-239 in der Waschung detektiert, was auf eine spezifische Bindung zum rRS1 deutet. 

Das rβ2_AS1-239 wird jeweils zusammen mit dem rRS1, rRS1_C59S/C223S und dem 

rRS1_C40S/C59S/C223S im Eluat detektiert. Dem entsprechend bindet das rRS1 unabhängig 

von seiner oligomeren Form an die extrazelluläre Domäne der β2 Untereinheit. Das rβ2_AS1-

239 wird bei einem berechneten Molekulargewicht von 27 kDa im Western Blot mit einem 

apparenten Molekulargewicht von ca. 33 kDa detektiert. Die Glykosylierung des rβ2_AS1-

239 ist erheblich geringer als die der endogenen  β2 Untereinheit (Kap. 4.1.7, Abb.21), da sie 

nicht in die Plasmamembran integriert ist. Möglicherweise ist weder die Membranständigkeit 

der β2 Untereinheit, noch deren Menge an Glykosylierungen entscheidend für die Bindung 

zum RS1. 
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4.1.9 Überprüfung der Bindung des Retinoschisins an die heterolog exprimierten 

Na/K ATPase αααα3/ββββ2 Untereinheiten 

 

Die Bindung des rRS1 an die β2 Untereinheit wird in den vorherigen Kapiteln mit Hilfe der 

Immunpräzipitation gezeigt. Eine Methode bei der die β2 Untereinheit jeweils aus der 

Plasmamembran gelöst oder gar nicht mit der Membran verbunden war. Anhand von 

homogenisiertem RS1-KO-Mausgewebe wird die Bindung des rRS1 an Netzhaut-Membranen 

gezeigt (Kap. 4.1.1), welche die Na/K ATPase α3/β2 Untereinheiten (Kap. 4.1.7) und eine 

Netzhaut spezifische Membranoberfläche enthalten. Wenn die β2 Untereinheit alleine 

ausreichend für die Bindung des RS1 an die Plasmamembran ist, sollte umgekehrt das RS1 an 

jede Membran binden, welche die β2 Untereinheit integral enthält. Diese Hypothese wird mit 

eukaryotischen Zellen, die endogen nicht die β2 Untereinheit exprimieren, überprüft. Die 

Zellen werden jeweils mit der α3 Untereinheit, β2 Untereinheit und beiden Untereinheiten 

zusammen transfiziert und die Expression mit Hilfe eines Western Blots und 

Immunocytochemie überprüft. Die Bindung des rRS1 zu den transfizierten HEK-293 EBNA 

Zellen wird nach dem gleichen Prinzip überprüft, wie bei der Bindung zur RS1-KO-Maus 

Netzhaut (Kap. 3.3.7). 

 

Zuerst werden HEK-293 EBNA Zellen auf die endogene Expression der Na/K ATPase 

α3/β2 Untereinheiten untersucht (Abb.22). Das Zellkultur-Medium und die Zellen werden 

jeweils für einen Western Blot eingesetzt. Hierbei wird lediglich die α3 Untereinheit in den 

Zellen bei ca. 115 kDa detektiert. Darauf folgend werden die HEK-293 EBNA Zellen mit der 

α3 Untereinheit, β2 Untereinheit und beiden Untereinheiten zusammen transfiziert. 

Anschließend wird die heterologe Expression der Na/K ATPase Untereinheiten mit Hilfe 

einer Western Blot Analyse überprüft (Abb.22).  
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Abb.22: Überprüfung der endogenen und heterologen Expression der ATPase αααα3/ββββ2 Untereinheiten in 

HEK-293 EBNA Zellen. Die Zellen werden jeweils mit der ATPase α3 Untereinheit, β2 Untereinheit und mit 

beiden Untereinheiten zusammen transfiziert. Von den transfizierten und nicht-transfizierten Zellen wird jeweils 

das Zellkultur-Medium (M) und die Zellen (Z) für den Western Blot eingesetzt. Die glykosylierte und 

nicht-glykosylierte Form der ATPase β2 Untereinheit ist gekennzeichnet. Die α3 Untereinheit wird mit Hilfe des 

αATP1A3 Antikörpers und die β2 Untereinheit mit dem αATP1B2 Antikörper detektiert. 

 

Beide Na/K ATPase Untereinheiten werden nicht im Zellkulturmedium detektiert. Die mit der 

α3 Untereinheit transfizierten Zellen zeigen im Western Blot eine Bande bei ca. 111 kDa und 

eine weitere bei ca. 115 kDa. Die Migration der α3 Untereinheit bei zwei 

Molekulargewichten deutet auf ihre nicht-glykosylierte und glykosylierte Form. Die nicht-

glykosylierte α3 Untereinheit ist möglicherweise nur aufgrund ihrer Überexpression in den 

Zellen sichtbar. Die doppelt-transfizierten Zellen zeigen im Western Blot mit dem αATP1A3 

Antikörper eine Bande bei 111 kDa, 115 kDa und 130 kDa. Die Banden bei 111 kDa und 

115 kDa sind durch die nicht-glykosylierte und glykosylierte Form erklärbar. Eine höhere 

Glykosylierung der α3 Untereinheit als 115 kDa ist in der Literatur nicht beschrieben, deshalb 

ist eine Migration der α3 Untereinheit von über 115 kDa möglicherweise ein Artefakt der 

Überexpression. Die mit der β2 Untereinheit transfizierten Zellen zeigen im Western Blot 

Banden von 33 kDa bis 55 kDa. Bei 33 kDa wird die nicht-glykosylierte β2 Untereinheit 

detektiert, die Migration mit höheren Molekulargewichten zeigt die unterschiedlichen 

Glykosylierungs-Zustände der β2 Untereinheit. Der αATP1B2 Antikörper detektiert im 

Western Blot der doppelt-transfizierten Zellen eine Bande bei 33 kDa und mehrere Banden im 

Bereich von 45 kDa bis 55 kDa. Diese Banden zeigen, wie bei den einfach-transfizierten 

Zellen, die unterschiedlichen Glykosylierungszustände der β2 Untereinheit. 
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Die Expression der α3 Untereinheit und β2 Untereinheit in den HEK-293 EBNA Zellen ist 

erfolgreich, da jeweils die vollständig glykosylierte Form der Na/K ATPase Untereinheiten 

bei 115 kDa bzw. 55 kDa detektiert wird. Des Weiteren deuten die vollständig glykosylierten 

Na/K ATPase Untereinheiten auf eine Integration in die Plasmamembran hin, da die 

Glykosylierung dort vervollständigt wird (Chow & Forte 1995; Yarema & Bertozzi 2001). 

Die Lokalisierung der rekombinant exprimierten Proteine in den Zellen wird anschließend mit 

Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie überprüft (Abb.23). Die HEK-293 EBNA Zellen, 

transfiziert mit der α3 Untereinheit, β2 Untereinheit und doppelt-transfiziert mit beiden 

Untereinheiten, werden jeweils mit dem αATP1A3 und dem αATP1B2 Antikörper für die 

Immunocytochemie eingesetzt. 

 

 

Abb.23: Immunocytochemische Analyse der endogenen und heterologen Expression der ATPase 

αααα3/ββββ2 Untereinheiten in HEK-293 EBNA Zellen. Die Zellen werden jeweils mit einer ATPase 

α3 Untereinheit, β2 Untereinheit oder mit beiden Untereinheiten zusammen transfiziert. Auf der linken Seite der 

Abbildung ist bezeichnet mit welcher ATPase Untereinheit die Zellen transfiziert wurden. Die α3 Untereinheit 

wird mit Hilfe des αATP1A3 Antikörpers (Bilder links) und die β2 Untereinheit mit dem αATP1B2 Antikörper 

(Bilder rechts) detektiert. Als 2. Antikörper wird der Alexa-488 (grün) eingesetzt. Der Ausschnitt im mittleren 

linken Bild zeigt die endogene Expression der ATPase α3 Untereinheit. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt.  
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Die α3 Untereinheit wird in allen HEK-293 EBNA Zellen nachgewiesen. Das Signal der 

endogen exprimierten α3 Untereinheit ist allerdings erheblich schwächer als das in den 

transfizierten Zellen und wird nur durch eine Überexposition detektiert. Die endogene 

Expression der α3 Untereinheit ist als Bildausschnitt der mit der β2 Untereinheit 

transformierten Zellen dargestellt (Abb.23, Bild Mitte links). Die ATPase β2 Untereinheit 

wird jeweils nur in den mit ATPase β2 transfizierten Zellen nachgewiesen. Die transfizierten 

Zellen zeigen eine Färbung des Cytoplasmas. Des Weiteren ist die Plasmamembran der 

transfizierten Zellen markiert, was auf eine Lokalisierung der Na/K ATPase α3/β2 

Untereinheiten in der Plasmamembran hinweist. Die transfizierten HEK-293 EBNA Zellen 

exprimieren die α3/β2 Untereinheiten der Na/K ATPase, transportieren sie an die 

Zelloberfläche, wo sie dann glykosyliert werden. Somit sind diese Zellen ein ideales System, 

um die Bindung des rRS1 an die Na/K ATPase α3/β2 Untereinheiten zu überprüfen (Abb.24). 

 

 

Abb.24: Bindung des rRS1 an HEK-293 EBNA Zellen, die mit der ATPase αααα3 Untereinheit (ATP1A3), 

ATPase ββββ2 Untereinheiten (ATP1B2) oder beiden Untereinheiten zusammen (ATP1A3/ATP1B2) 

transfiziert sind. Die Zellen werden homogenisiert und in zwei Zentrifugationsschritten (Pfeile) erst in PBS und 

danach in Zellkulturmedium mit rRS1 resuspendiert. Die Fraktionen mit unlöslichen Zellbestandteilen sind als 

M1-M3 gekennzeichnet. Die durch die Zentrifugation abgetrennten löslichen Fraktionen sind als S1 und S2 

gekennzeichnet. Das RS1 wird mit Hilfe des αRS1p Antikörpers nachgewiesen. 

 

Das rRS1 wird nach der Zugabe zu den transfizierten Zellen jeweils in der löslichen Fraktion 

(S2) nachgewiesen, unabhängig welche der Na/K ATPase Untereinheiten sie exprimieren. 

Offensichtlich bindet das rRS1 nicht an die rekombinanten ATPase α3/β2 Untereinheiten in 

der Plasmamembran. In den vorherigen Experimenten bindet das rRS1 an homogenisierte 

Membranen der RS1-KO-Mausnetzhäute (Kap. 4.1.1) und an die lösliche rekombinante 

β2 Untereinheit (Kap. 4.1.8). Wenn das rRS1 nicht an die rekombinante β2-Untereinheit 
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bindet, die in einer Plasmamembran lokalisiertist in der sie endogen nicht exprimiert ist, 

deutet es darauf hin, dass der Plasmamembran für die Bindung des rRS1 zur β2 Untereinheit 

eine essentielle Komponente fehlt oder die Bindung blockiert. 

 

4.2 Herstellung des ααααARMS2 Antikörpers und der Nachweis des ARMS2 Proteins in 

humanem Gewebe 

 

Das ARMS2 Gen hatte bis 2005 einen Annotationsstatus eines hypothetischen Gens 

(LOC387715), von dem in den Datenbanken nur eine mRNA-Sequenz und 16 ESTs 

(expressed sequence tags) hinterlegt waren. Die 818 bp lange cDNA-Sequenz besitzt einen 

offenen Leserahmen, der für ein 107 Aminosäuren langes Protein kodiert. Das ARMS2 

Protein besitzt keine Homologien zu bekannten Proteinen oder Proteindomänen, daher sind 

Rückschlüsse auf seine Funktion nicht möglich. 

Die Analyse mittels RT-PCR in humanem Gewebe zeigte eine Expression des ARMS2 in der 

Plazenta und in der Netzhaut (Rivera et al. 2005). Eine solche spezifische Expression deutet 

auf besondere Funktion des ARMS2 in der Netzhaut hin. In Bezug auf die gefundene Indel-

Variante (NM_001099667.1: c.*372_815_del1443ins54) im 3‘-nicht-translatierten Bereich 

des ARMS2 wurde die These aufgestellt, dass die Abwesenheit des ARMS2 Proteins direkten 

Einfluss auf das Risiko an AMD zu erkranken oder am Grad der Manifestation der Krankheit 

hat. Denn aufgrund des fehlenden Polyadenylierungssignals und der Insertion von 54 bp mit 

destabilisierenden mRNA-Sequenzen, die vermutlich zu einem frühzeitigen Abbau der 

mRNA führt, wird das ARMS2 wahrscheinlich nicht mehr oder nur vermindert translatiert. 

Ein unverzichtbares Werkzeug für die Arbeit mit Proteinen sind Antikörper, die in Methoden 

wie z.B. Western Blot, Immunpräzipitation oder Immunofluoreszenz-Färbungen eingesetzt 

werden. Nachfolgend wird beschrieben, wie für das ARMS2 ein Antikörper hergestellt, 

charakterisiert und für die Identifikation des ARMS2 in humanem Gewebe eingesetzt wurde, 

um die Expression des ARMS2 und seiner Indel-Variante zu überprüfen. 

 

4.2.2 Expression des ARMS2 als Fusionsprotein in E. coli Zellen 

 

Bei der Herstellung eines Antikörpers wird ein Antigen für die Immunisierung benötigt. Für 

den αARMS2 Antikörper sollte rekombinantes ARMS2 eingesetzt werden, da somit auch 

Material für mögliche weitere Experimente zur Verfügung gestellt wird. Das ARMS2 Protein 
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wird in E. coli Zellen exprimiert, um in ausreichender Menge für die Immunisierung eines 

Kaninchens zur Verfügung zu stehen. ARMS2 hat ein Molekulargewicht von ca. 12 kDa und 

wird mit der Glutathion-S-Transferase (GST, ca. 26 kDa), dem Maltose-Bindeprotein (MBP, 

ca. 43kDa) oder einem Anhang aus sechs Histidin Aminosäuren (His, ca. 2 kDa) als 

Fusionsprotein exprimiert. Die Expression der ARMS2-Fusionsproteine (rARMS2-GST; 38 

kDa, rARMS2-MBP; 55 kDa, rARMS2-His; 14 kDa) in den E. coli BL21(DE3) und Rosetta 

Zellen ist in Abbildung 25 dargestellt.  

 

 
Abb.25: Überprüfung der Expression der rARMS2-GST, -MBP und -His Fusionsproteine in E. coli 

BL21(DE3) und Rosetta Zellen. Im oberen Teil der Abbildung ist ein Coomassie-Blau gefärbtes 12,5 % Gel 

dargestellt. Aufgetragen sind die Fusionsproteine, die jeweils in BL21(DE3) und Rosetta Zellen exprimiert 

werden. Für die SDS-PAGE wurden jeweils die Zellen vor (V) und 6 Stunden nach (N) der Induktion eingesetzt. 

Auf der rechten Seite des Gels ist mit Pfeilen die Laufhöhe des GST-Proteins, des MBP-Proteins und des 

rARMS2-His Fusionsprotein gezeigt. Im unteren Teil der Abbildung ist ein Western Blot mit den 

entsprechenden Fusionsproteinen dargestellt. Es wurde jeweils der αGST, αMBP und αPenta-His Antikörper 

eingesetzt. 
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Die Induktion ist bei allen Fusionsproteinen erfolgreich, da nach der Induktion im 

Western Blot jeweils das Fusionsprotein detektiert wird. Die rARMS2-GST transformierten 

Zellen zeigen im Coomassie-Blau gefärbten Gel ein starkes Signal bei ca. 26 kDa, im Western 

Blot wird dieses vom αGST Antikörper erkannt. Das rARMS2-GST Fusionsprotein hat ein 

berechnetes Molekulargewicht von 38 kDa. Offensichtlich wird das GST-Protein ohne den 

ARMS2-Anteil exprimiert. Das rARMS2-MBP hat ein berechnetes Molekulargewicht von 

55 kDa und wird auch im Wester Blot nachgewiesen. Gleichzeitig wird ein Signal bei 

ca. 43 kDa detektiert, welches dem Molekulargewicht des MPB-Proteins entspricht. Die 

Intensität der Signale deutet auf einen größeren Anteil an MBP-Protein als rARMS2-MBP 

hin. Das rARMS2-His hat ein berechnetes Molekulargewicht von ca. 14 kDa und wird im 

Wester Blot auch bei dieser Migrationshöhe detektiert.  

Die Expression der rARMS2-Fusionsproteine in E. coli BL21(DE3) und Rosetta Zellen sind 

vergleichbar, da sich die Intensitäten der Protein-Banden im Coomassie-Blau gefärbten Gel 

sowie im Western Blot nicht unterschieden. Das ARMS2 als GST- oder MBP-Fusionsprotein 

zeigt keine oder nur eine geringe Expression des vollständigen Fusionsproteins. 

Hauptsächlich wird der GST- oder MBP-tag exprimiert. Ob der ARMS2 Teil vom tag 

abbricht, die Translation vorher stoppt oder das ARMS2 durch eine Peptidase abgeschnitten 

wird, ist unklar. Einzig das rARMS2-His wird in ausreichender Menge exprimiert und wird 

für die nachfolgende Reinigung eingesetzt. 

 

4.2.3 Reinigung des rARMS2-His Fusionsproteins 

 

Der Großteil des rARMS2-His Fusionsproteins liegt als unlösliche Einschlusskörperchen in 

E. coli BL21(DE3) vor. Daher werden die Zellen mit einem harnstoffhaltigen Puffer lysiert. 

Harnstoff ist eine chaotrope Reagenz, die die Struktur des Wassers stört und so die 

hydrophoben Wechselwirkungen reduziert. Es bringt die Einschlusskörperchen in Lösung, 

jedoch denaturieren die Proteine aufgrund der reduzierten hydrophoben Wechselwirkungen. 

Die Lyse der Zellen wird durch Homogenisieren und anschließendes Sonifizieren 

vervollständigt und anschließend wird das Zelllysat für die Affinitäts-Chromatographie 

(Kap. 3.3.13) eingesetzt. Ausgewählte Fraktionen der Chromatographie sind für die 

SDS-PAGE und für eine Western Blot Analyse eingesetzt worden (Abb.26). 
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Abb.26: Chromatogramm der rARMS2-His Reinigung mit Hilfe einer Ni2+-Sepharose Matrix, sowie ein 

Coomassie-Blau gefärbtes 15 % SDS-PAGE Gel und ein Western Blot mit ausgewählten Fraktionen. A) 

Im Chromatogramm ist auf der Abszissenachse das Volumen in Millilitern (ml) dargestellt und auf der linken 

Ordinatenachse ist die Absorption bei 280 nm in relativen Absorptionseinheiten (mAU) aufgetragen. Die rechte 

Ordinatenachse zeigt den Anteil des Imidazol im Elutionspuffer in Millimolar (mM) an. Die gestrichelte 

rosafarbende Linie markiert die Injektion des Zelllysats auf die Ni2+-Chelat-Sepharose Säule. Die blaue Linie 

markiert die Absorption der Proteine bei 280 nm. Die grüne Linie markiert die Konzentration des Imidazols. Das 

eingesetzte Zelllysat wird als Auftrag bezeichnet. Die Fraktionen mit Proteinen, die nicht an die Säule binden 

werden als Durchfluss bezeichnet. Die unspezifisch gebundenen Proteine werden als Unspezifisch und die 

Fraktionen spezifisch gebundener Proteine werden als Eluat bezeichnet. C) Das rARMS2-His wurde mit Hilfe 

des αPenta-His Antikörpers im Western Blot detektiert. 

Das rARMS2-His wird durch einen Imidazol Stufen-Gradienten bei 300 mM Imidazol eluiert. 

Das rARMS2-His wird bei einer Wellenlänge von 280 nm nur schlecht detektiert, 

möglicherweise weil es nur fünf aromatische Aminosäuren enthält. Die Fraktionen mit 
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rARMS2-His enthalten noch geringe Mengen an Verunreinigungen (Abb.26.B). Für die 

Immunisierung eines Kaninchens musst das rARMS2-His in einen isotonischen Puffer 

überführt werden, damit dem Kaninchen kein gesundheitlicher Schaden entsteht. 

 

4.2.4 Überprüfung der Proteinsequenz des rARMS-His mittels MALDI-TOF 

 

Die Aminosäuresequenz des rARMS2-His wird mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie 

überprüft. Durchgeführt und analysiert wurde die Massenspektrometrie von Herrn 

Dr. Günter Lochnit (Protein Analytics, Giessen). Das gereinigte rARMS2-His (Kap. 4.2.3) 

wird für eine SDS-PAGE mit einem 15 % Polyacrylamid-Gel eingesetzt. Das rARMS2-His 

wird anschließend aus dem SDS-Gel ausgeschnitten und zur MALDI-Massenspektrometrie 

eingesetzt (Abb.27).  

 

 

Abb.27: Sequenzabdeckung des rARMS2-His Proteins mittels der über MALDI-Massenspektrometrie 

identifizierten Peptide. In rot sind identifizierten Aminosäuren dargestellt, schwarz bezeichnet die nicht 

identifizierten Aminosäuren des rARMS2-His im Ein-Buchstaben-Code. Die grauen und schwarzen Balken 

unter den Aminosäuren stellen die Länge und Häufigkeit der identifizierten Peptide dar. Je häufiger ein Peptid 

detektiert wurde, desto dunkler ist der Balken. 

 

Mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie wurden 21 Peptidsequenzen identifiziert, die mit 

94 % die Aminosäure-Sequenz des rARMS2-His repräsentieren. Das rARMS2-His wurde fast 

komplett sequenziert, was auf eine vollständige und korrekte Translation des ARMS2 

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

 

Die Renaturierung eines denaturierten Proteins kann durch das langsame Entfernen des 

Detergenz mittels Dialyse erfolgen. Nach der Methode von Vohra und Mitarbeiter (2007) 

wird das Detergenz in fünf Dialyseschritten reduziert und in zwei weiteren Dialyseschritten 

quantitativ entfernt. Die eingesetzten Puffer enthalten L-Arginin und Glycerol, welche die 

Renaturierung des Proteins unterstützen sollen.  

 

Das rARMS2-His wird bei der Affinitätschromatographie mit einem Puffer eluiert 

(Kap. 4.2.3), der 8 M Harnstoff enthält. Die Konzentration des Harnstoffs wird mit der ersten 

Dialyse auf 4 M reduziert. In vier weiteren Dialyseschritten wird die Harnstoff-Konzentration 

weiter auf 1 M reduziert. Beim darauf folgenden Dialyseschritt zur quantitativen Entfernung 

des Harnstoffs präzipitiert das rARMS2-His. Die schrittweise Entfernung des Harnstoffes 

durch eine Dialyse wurde viermal durchgeführt. Offensichtlich ist die langsame Reduzierung 

der Harnstoff-Konzentration nicht geeignet für die Renaturierung des rARMS2-His und es 

müssen andere Methoden für eine Renaturierung gesucht werden. 

 

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

 

Swope-Willis und Mitarbeiter untersuchten die Eigenschaften verschiedener Reagenzien zur 

Renaturierung von Proteinen (Willis et al. 2005). Sie denaturierten gereinigte Enzyme und 

renaturierten die Enzyme, indem sie schnell in unterschiedlichen Puffern verdünnt wurden, 

anschließend wurde die Aktivität der Enzyme bestimmt. Dadurch zeigen sie, dass bestimmte 

pH-Werte und Reagenzien die Renaturierung eines Proteins fördern. Basierend auf ihren 

Ergebnissen wurden die geeigneten Pufferbedingungen für die Renaturierung des rARMS2-

His überprüft (Tab.2) und optimiert (Tab.3). 

 

Das rARMS2-His wird 1:8 mit verschiedenen Puffern verdünnt. Jeweils 25 µg des rARMS2-

His werden pro Renaturierung eingesetzt. Alle Puffer enthalten 120 mM NaCl und 10 mM 

KCl. Das rARMS2-His wird bei vier unterschiedlichen pH-Werten, in Kombination mit 

verschiedenen Detergenzien und Reduktionsmittel verdünnt und über Nacht bei 4°C inkubiert 

(Kap. 3.3.16). In den Tabellen 2 und 3 markiert ein rotes X präzipitiertes rARMS2-His und 

ein grünes X markiert lösliches rARMS2-His. Die Messungen werden jeweils in Triplikaten 

durchgeführt. 
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Tab. 2: Pufferbedingungen für die Renaturierung des rARMS2-His 

 

Das rARMS2-His präzipitiert in Abwesenheit von Detergenzien und in Gegenwart des DDM, 

bei den pH-Werten 5,5 und 6,5. Einzige Ausnahme ist die Bedingung bei pH-Wert 6,5, in 

Abwesenheit von Detergenzien und Gegenwart von TCEP. In Gegenwart des DDM und der 

Reduktionsmittel DTT und TCEP präzipitiert das rARMS2-His auch bei einem pH-Wert von 

8,2. In Anwesenheit des DDM und eines Gemisches von oxidiertem/reduziertem Glutathion 

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

Detergenz T-80 unterstützt offenbar die Renaturíerung des rARMS2-His, da das Protein nur 

in Gegenwart des Glutathions bei einem pH-Wert von 9,5 präzipitiert. Die Reduktionsmittel 

haben offensichtlich keinen oder eher einen störenden Einfluss auf die Renaturierung des 

rARMS2-His. Zudem ist das rARMS2-His bei basischen pH-Werten besser löslich als bei 

sauren pH-Werten. 

Zur Immunisierung eines Kaninchens mit rARMS2-His muss der Puffer bestimmte 

Bedingungen erfüllen. Der pH-Wert des Puffers sollte zwischen 7 und 8 liegen und keine 

Detergenzien oder Reduktionsmittel enthalten, damit die Gesundheit des Tieres nicht 

beeinträchtigt wird. Deshalb wurden die Pufferbedingungen zum Renaturierung des rARMS2-

His dem physiologischen pH-Wert angepasst und auf Reduktionsmittel verzichtet (Tab.3). 

 

 

 

 

 

 

Detergenz 
-
  

DD
M 

T-
80  - 

DD
M 

T-
80 -  

DD
M T-80  - DDM T-80 

Reduktionsmi
ttel 

-
  -   - 

DT
T 

DT
T 

DT
T 

TCE
P 

TCE
P 

TCE
P 

GS:GS
SG 

GS:GS
SG 

GS:GS
SG 

pH 5,5 X X X X X X X X X X X X 

pH 6,5 X X X X X X X X X X X X 

pH 8,2 X X X X X X X X X X X X 

pH 9,5 X X X X X X X X X X X X 
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Tab. 3: Endgültige Pufferbedingungen für die Renaturierung des rARMS2-His 

 

pH-Wert - T-80 

pH 6,5 X X 

pH 7,6 X X 

pH 7,8 X X 

pH 8,2 X X 

 

Das rARMS2-His präzipitiert wie oben beschrieben in Abwesenheit von Detergenzien bei 

einem pH-Wert von 6,5. Bei den pH-Werten 7,6, 7,8 und 8,2 bleibt das rARMS2-His in 

Lösung. In Gegenwart des T-80 bleibt das rARMS2-His bei allen getesteten pH-Werten in 

Lösung. 

 

Ein Verdünnen des rARMS2-His mit Puffern, die einen physiologischen pH-Wert bei einer 

isotonischen Salz-Konzentration besitzen, ist scheinbar möglich. Jedoch ist die eingesetzte 1:8 

Verdünnung zu gering, um die Harnstoff-Konzentration auf ein nicht toxisches Niveau von 

unter 10 mM zu bringen. Bei den getesteten Bedingungen wird die Harnstoff-Konzentration 

von 500 mM auf ca. 60 mM gesenkt. Eine weitere Reduzierung der Harnstoff-Konzentration 

durch eine höhere Verdünnung würde jedoch das Volumen für die Immunisierung zu stark 

erhöhen. Deshalb wird das rARMS2-His jeweils mit den positiv getesteten Puffern aus 

Tabelle 3 1:8 verdünnt und anschließend dialysiert (Kap. 3.3.15). Das rARMS2-His 

präzipitiert jedoch bei allen getesteten Pufferbedingungen bei der Dialyse. Eine quantitative 

Abtrennung des Harnstoffs ist somit nicht möglich. Daher musste eine alternative Methode 

für die Immunisierung mit rARMS2-His eingesetzt werden. 

 

4.2.7 Isolierung der Einschlusskörperchen des rARMS2-His aus E. coli nach Nagai und 

Thogersen (1987) 

 

Eine Alternative zur Immunisierung mit löslichem Protein ist der Einsatz des Proteins in Form 

von gereinigten Einschlusskörperchen. Zu diesem Zweck wird das rARMS2-His in E. coli 

Zellen exprimiert und mittels hypotonischem Puffer und Lysozym werden die Zellen lysiert. 

Die DNA wird durch Sonifizieren zerkleinert und der Großteil schwerlöslicher 

Zellbestandteile wird mit Hilfe eines detergenzhaltigen Puffers gelöst. Die 

Einschlusskörperchen werden durch eine Zentrifugation pelletiert und mehrmals mit einem 
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detergenzhaltigen Puffer gereinigt. Anschließend werden die Einschlusskörperchen mit 70 % 

Ethanol gewaschen und in PBS resuspendiert. Die isolierten rARMS2-His 

Einschlusskörperchen werden anschließend für SDS-PAGE und Western Blot Analysen 

eingesetzt (Abb.28). 

 

 
Abb.28: Coomassie-Blau gefärbtes 15 % SDS-Gel und Western Blot Analyse der gereinigten rARMS2-His 

Einschlusskörperchen. Für den Western Blot wurde der αPenta-His Antikörper eingesetzt. 

 

Im Coomassie-Blau gefärbten SDS-Gel werden noch unspezifische Proteine detektiert. Das 

intensivste Signal im SDS-Gel wird bei ca. 15 kDa detektiert, was etwa dem 

Molekulargewicht des rARMS2-His entspricht. Im Western Blot zeigen die gereinigten 

Einschlusskörperchen ein Signal bei ca. 15 kDa. Die Einschlusskörperchen des rARMS2-His 

wurden erfolgreich isoliert. Sie enthalten noch geringe Verunreinigungen, welche bei der 

Immunisierung jedoch nicht stören. 

 

4.2.8 Überprüfung des ααααARMS2 Antikörper mittels Western Blot 

 

Das Serum mit dem αARMS2 Antikörper wurde von der Firma ImmunoGlobe 

Antikörpertechnik GmbH in drei Schritten gereinigt (Kap. 3.3.18). Im ersten und zweiten 

Schritt wurden die E. coli spezifischen und die αHistidin Antikörper durch positive 

Immunadsorptionen entfernt. Beim dritten Reinigungsschritt wurden die αARMS2 

Antikörper durch eine negative Immunadsorption gereinigt. 

 

Die Sensitivität des gereinigten αARMS2 Antikörpers wird mit Hilfe eines Western Blots 

überprüft. Die Einschlusskörperchen des rARMS2-His werden in Mengen von 0,5 bis 480 ng 

eingesetzt, anschließend wird das rARMS2-His mit dem gereinigten αARMS2 Antikörper 
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und dem αPenta-His Antikörper detektiert (Abb.29). Die Antikörper werden jeweils in einer 

Konzentration von 1 µg/ml eingesetzt. 

 

 

Abb.29: Sensitivität des ααααARMS2 Antikörpers.  Die Einschlusskörperchen des rARMS2-His werden jeweils 

in Mengen von 0,5 bis 480 ng für die Western Blot Analyse eingesetzt. Der αARMS2 Antikörper detektiert bei 

480 ng Protein neben dem rARMS2-His noch zahlreiche unspezifische Proteine. Die zwei unspezifischen 

Signale bei ca. 25 kDa und ca. 44 kDa werden bis zu einer Menge von 20 ng Protein detektiert. Das rARMS2-

His wird in Mengen von bis zu 5 ng vom αARMS2-His Antikörper detektiert. Der αPenta-His Antikörper 

detektiert das rARMS2-His bis zu einer Menge von 20 ng rARMS2-His. 

 

Der αARMS2 Antikörper detektiert das rARMS2-His bei ca. 15 kDa bis zu einer Menge von 

5 ng Protein. Bei einer Proteinmenge von 480 ng werden zahlreiche unspezifische Protein 

detektiert. Die unspezifischen Signale bei 25 kDa und 44 kDa werden bis zu einer Menge von 

20 ng detektiert. Der αPenta-His Antikörper detektiert nur ein Signal bei ca. 15 kDa bis zu 

einer Proteinmenge von 20 ng.  

 

Das rARMS2-His wird von beiden Antikörpern spezifisch bei 15 kDa detektiert. Die 

Einschlusskörperchen des rARMS2-His enthalten noch Verunreinigungen durch E. coli 

Proteine, deshalb ist die tatsächlich eingesetzte Proteinmenge an rARMS2-His niedriger als 

die berechnete Proteinmenge. Eine Detektion von unter 5 ng Protein im Western Blot deutet 

auf eine gute Qualität des αARMS2 Antikörpers hin. Inwiefern die unspezifischen Proteine 

einen Einfluss auf die Spezifität des αARMS2 Antikörpers hat, wird durch einen Western 

Blot mit rekombinantem ARMS2 (rARMS2-His_e), das als His-tag Fusionsprotein in HEK-

293 EBNA Zellen exprimiert wird, überprüft (Abb.30).  
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Abb.30: Expression des rARMS2-His_e in HEK-293 EBNA Zellen. Die nicht-transfizierten und die 

rARMS2-His_e transfizierten HEK-293 EBNA Zellen wurden für den Western Blot eingesetzt. Das rARMS2-

His_e wurde jeweils mit dem αARMS2 und αPenta-His Antikörper bei 15 kDa detektiert. 

 

Der αARMS2 und der αPenta-His Antikörper detektieren jeweils nur in den transfizierten 

Zellen bei 15 kDa das rARMS2-His_e. Bei den HEK-293 EBNA Zellen werden vom 

αARMS2 Antikörper keine unspezifischen Proteine detektiert, dementsprechend ist der 

Antikörper bei eukaryotischen Zellen spezifisch. 

 

4.2.9 Epitop Identifizierung des ααααARMS2 Antikörpers 

 

Ein Epitop ist ein Bereich oder eine Sequenz gegen das ein Antikörper spezifisch bindet und 

das in der Regel etwa 4 bis 12 Aminosäuren umfasst. Die Charakterisierung der Epitope des 

αARMS2 Antikörpers könnte später Rückschlüsse auf die Lokalisierung, Funktion oder 

Struktur des ARMS2 ermöglichen. Des Weiteren könnte der αARMS2 Antikörper polyklonal 

sein und Antikörper gegen mehrere Epitope enthalten. Die Peptide dieser Epitope könnten zur 

Epitop-spezifischen Reinigung der Antikörper eingesetzt werden, so dass man auf diese 

Weise unterschiedliche monoklonale Antikörper erhält, die das gleiche Protein erkennen. 

 

Der αARMS2 Antikörper wird nach den Vorgaben und dem Protokoll der Firma JPT Peptide 

Technologies GmbH für PepSPOTs kartiert. Dazu wird eine Cellulose-Membran eingesetzt, 

an der Peptide, welche der Aminosäuresequenz des ARMS2 entsprechen, kovalent gebunden 

sind (Abb.31). Die jeweiligen Peptide haben eine durchschnittliche Länge von 
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15 Aminosäuren und ihre Sequenzen überlappten jeweils mit 11 Aminosäuren der 

benachbarten Peptide. Der αARMS2 Antikörper wird mit einer Konzentration von 1 µg/ml 

für den Western Blot eingesetzt. 

 

 
Abb.31: Die Epitop Kartierung des ααααARMS2 Antikörpers mittels PepSPOT. Auf der Cellulose-Membran 

sind 29 Peptide kovalent an die Membran gebunden, welche die gesamte ARMS2 Proteinsequenz abdecken. Ein 

Peptid hat eine Länge von 15 Aminosäuren, dessen Sequenz überschneidet sich jeweils mit 11 Aminosäuren 

seiner benachbarten Peptide. Die Cellulose-Membran wird für einen Western Blot mit 1 µg/ml αARMS2 

Antikörper eingesetzt. Die Peptide 9, 10 und 11 zeigen ein Signal. Die Aminosäuresequenz dieser Peptide ist 

dargestellt und die übereinstimmenden Aminosäuren der drei Peptide sind umrandet. 

 

Im Western Blot wird ein spezifisches Signal bei den Peptiden 9, 10 und 11 detektiert. Die 

Aminosäuresequenz VLDPGVG ist bei allen drei Peptiden enthalten und ist deshalb 

Bestandteil des Epitops. Es wird nur ein Epitop identifiziert, dieses kann eventuell zur 

Reinigung des αARMS2 Antikörpers eingesetzt werden. 

 

4.2.10 Überprüfung der Expression des ARMS2 Proteins in humanen Geweben 

 

Die Expression und Lokalisierung des ARMS2 wird bereits in Publikationen beschrieben 

(Kanda et al. 2007). Zum einen wird die Expression der mRNA des ARMS2 mittels RT-PCR 

in der Netzhaut und der Plazenta nachgewiesen (Rivera et al. 2005). Es wird auch gezeigt, 

dass die Expression des ARMS2 in der Netzhaut im Vergleich zur Plazenta geringer ist. Zum 

anderen wird mittels Immunofluoreszenzfärbungen eine Kolokalisation von rekombinantem 

ARMS2 und Mitochondrien in COS-1 Zellen gezeigt (Kanda et al. 2007). Das endogene 

ARMS2 Protein in humanem Gewebe wurde bisher aber noch nicht untersucht. 

 

Das Gewebe von humaner Niere, Plazenta, Retina und Herz wird für den Nachweis des 

endogenen ARMS2 eingesetzt (Abb.32). Die Gewebe werden jeweils in einem 

glucosehaltigen Puffer homogenisiert und der lösliche Überstand nach einer Zentrifugation 
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zur Immunpräzipitation verwendet. Für den Nachweis des ARMS2 in der Netzhaut werden 

drei Netzhäute eingesetzt, um eine eindeutige Aussage über die Expression des ARMS2 zu 

ermöglichen. Da aufgrund des schwachen Signals der ARMS2 mRNA in der RT-PCR, auch 

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

Zelllysat wird über ERK1/2 Färbung normalisiert. 

 

 

Abb.32: Immunpräzipitation des ARMS2 aus humanen Geweben durch den ααααARMS2 Antikörper.  Das 

ARMS2 wird mit Hilfe des αARMS2 Antikörpers im Western Blot bei ca. 13 kDa nachgewiesen. Aufgetragen 

wurde jeweils das Eluat der Immunpräzipitationen. Bei ca. 55 kDa wird die schwere Kette des αARMS2 

Antikörpers detektiert. Die zur Immunpräzipitation eingesetzte Menge an Zelllysat wird auf Grundlage der 

ERK1/2 Färbung normalisiert. 

 

Der αARMS2 Antikörper zeigt im Western Blot ein Signal bei ca. 13 kDa und eins bei 

ca. 55 kDa. Das Signal bei 55 kDa wird in allen Geweben detektiert und entspricht dem 

Molekulargewicht der schweren Kette des Immunglobulins. Das Signal bei 13 kDa zeigt in 

der Plazenta und Netzhaut das endogene ARMS2. Der Nachweis des endogenen ARMS2 

Proteins bedeutet zum einen, dass das ARMS2 Gen ein proteinkodierendes Gen ist und zum 

anderen, das das ARMS2 Protein eine Funktion besitzen könnte die Einfluss auf die 

Entwicklung der AMD hat. 
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4.2.11 Vergleich der Proteinexpression des ARMS2 und der ARMS2_indel Variante in 

humanen Plazenten 

 

In einer Region, die sich vom ARMS2 bis hin zur Promotorregion des HTRA1 erstreckt, 

wurden 15 Hoch-Risikovarianten identifiziert, die alle mit der AMD assoziiert sein könnten 

(Fritsche et al. 2008). Eine der Hoch-Risikovarianten ist besonders auffällig, da sie im ARMS2 

Gen eine Insertion und eine Deletion enthält (NM_001099667.1:c.*372_815del443ins54), 

diese Variante des ARMS2 wird in dieser Arbeit bezeichnet als ARMS2_indel. Bei 

ARMS2_indel fehlen 443 bp des 3‘-nicht-translatierten Bereichs einschließlich des 

Polyadenylierungssignals. Stattdessen ist dort eine 54 bp-Insertion mit Sequenzmotiven, die 

als destabilisierende RNA-Elemente bekannt sind (Khabar 2005; Garneau et al. 2007; Fritsche 

et al. 2008). Das ARMS2-indel ist deshalb interessant, weil durch das fehlende 

Polyadenylierungssignal und die destabilisierenden RNA-Elemente es höchst wahrscheinlich 

nicht, oder nur im reduzierten Maße translatiert wird. Dementsprechend könnte das erhöhte 

Risiko an AMD zu erkranken auf eine erniedrigte Konzentration oder einem Fehlen des 

ARMS2 zurück zu führen sein. 

 

Die Proteinexpression des ARMS2 und des ARMS2_indel wird mittels Immunpräzipitation 

aus Plazenta-Zelllysat mit anschließendem Western Blot überprüft (Abb.33). Die Plazenten 

wurden genotypisiert und für das ARMS2 (+) bzw. ARMS2_indel (indel) als homozygot (+/+, 

indel/indel) oder heterozygot (+/indel) klassifiziert. Es werden von einem Genotyp jeweils 

drei individuelle Plazenten eingesetzt, um eine eindeutige Aussage über die Expression des 

ARMS2 bzw. ARMS2_indel zu ermöglichen. Von den Plazenten die homozygot für das 

ARMS2_indel sind, stand nur eine zu Verfügung. Damit auch schwächste Signale eindeutige 

detektiert werden, werden mit der homozygoten ARMS2_indel Plazenta drei unabhängige 

Immunpräzipitationen durchgeführt. Die Plazenten werden jeweils in einem glucosehaltigen 

Puffer homogenisiert und der lösliche Überstand nach einer Zentrifugation zur 

Immunpräzipitation eingesetzt. Das ARMS2 bzw. ARMS2_indel wird mit Hilfe des 

αARMS2 Antikörpers im Western Blot nachgewiesen. Die eingesetzte Menge an Zelllysat 

wird durch die Menge an ERK1/2 normalisiert. 
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Abb.33: Immunpräzipitation des ARMS2 und ARMS2_indel aus humanen Plazenten durch den ααααARMS2 

Antikörper.  Die Plazenten Pl30, Pl44 und Pl50 sind homozygot für das ARMS2 (+/+). Die Plazenten Pl39, Pl46 

und Pl48 sind heterozygot für das ARMS2_indel (+/indel) und die Plazenta Pl64 ist homozygot für das 

ARMS2_indel (indel/indel). Das ARMS2 bzw. ARMS2_indel wird mit Hilfe des αARMS2 Antikörpers im 

Western Blot jeweils bei ca. 13 kDa nachgewiesen. Aufgetragen wird jeweils das Eluat der 

Immunpräzipitationen. Bei ca. 55 kDa wird die schwere Kette des Immunglobulins detektiert. Die zur 

Immunpräzipitation eingesetzte Menge an Zelllysat wird über das ERK1/2 Protein normalisiert. 

 

Das ARMS2 wird in den Plazenten Pl30, Pl44 und Pl50 bei ca. 13 kDa detektiert. In den 

heterozygoten Plazenten Pl39, Pl46 und Pl48 wird ebenfalls ein Signal bei ca. 13 kDa 

detektiert. In der homozygoten ARMS2_indel Plazenta Pl64 wird kein Signal bei 13 kDa 

detektiert. Bei allen Immunpräzipitationen wird ein Signal bei ca. 55 kDa nachgewiesen, das 

dem Molekulargewicht einer schweren Kette des Immunglobulins entspricht. 

 

Eine verminderte Expression des ARMS2 bei den heterozygoten Plazenten, im Vergleich zu 

den ARMS2 homozyoten Plazenten, ist nur schlecht abzuschätzen. Eindeutig ist jedoch, dass 

das in der ARMS2_indel homozygoten Plazenta kein ARMS2 exprimiert wird oder die Menge 

an ARMS2 unterhalb der Detektionsgrenze des Western Blots liegt. Dieser Befund unterstützt 

die These von einem erhöhten Risiko an AMD zu erkranken aufgrund eines Verlustes oder 

einer reduzierten Menge an ARMS2.  
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5. Diskussion 

 

Die erblichen Dystrophien der Netzhaut umfassen eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, 

die aufgrund von Mutationen in einem Gen zu Störungen in der Netzhautentwicklung oder 

dessen Funktion führen. Einen kleinen Ausschnitt vom Erscheinungsbild und Verständnis der 

erblichen Netzhautdystrophien wird anhand in dieser Arbeit behandelten Erkrankungen der 

X-gebundene juvenilen Retinoschisis (XRS) und der altersabhängigen Makuladegeneration 

(AMD) gezeigt. 

Bisher werden Phospholipide, Kollagene, Kohlenhydrate und diverse Proteine, darunter auch 

die Na/K-ATPase, als Bindungspartner für das vermeindliche Strukturprotein RS1 diskutiert. 

Jedoch konnte keiner der gefundenen Bindungspartner bestätigt werden. Durch die 

Überprüfung der potentiellen Bindungspartner des RS1 können Phospholipide und Kollagene 

als Bindungspartner ausgeschlossen werden. Die Bindung an bestimmte Kohlenhydrate und 

der Na/K-ATPase wird bestätigt und deutet auf eine komplexe Funktion des RS1, als 

Vermittlerprotein zwischen verschiedenen Na/K-ATPasen, hin. 

Die Identifizierung eines Genlokus, der mit der AMD assoziiert ist, warf die Fragen auf 

welches und wie sind die Gene, die der Genlokus umfasst, mit der AMD verknüpft. Der 

Genlokus umfasst das ARMS2 und den Promotorbereich des HTRA1. Für die Untersuchung 

des ARMS2 auf Proteinebene war die Herstellung und Charakterisierung eines Antikörpers, 

als Werkzeug der Proteinbiochemie, nötig. Durch den Nachweis des ARMS2 Proteins wird 

gezeigt, dass das ARMS2 ein proteinkodierendes Gen ist. Zudem wird gezeigt, dass die 

ARMS2_indel Variante aufgrund ihres fehlenden Polyadenylierungssignals und der Insertion 

von mRNA destabilisierenden Sequenzen nicht translatiert wird. Das Fehlen des ARMS2 

bietet, durch den daraus resultierenden Funktionsverlust, eine Erklärung für das erhöhte 

Risiko an AMD zu erkranken. Die Assoziation des HTRA1 mit der AMD kann jedoch nicht 

ausgeschlossen werden. 

 

 

5.1 Die Rolle des Retinoschisins bei der X-gebundenen juvenilen Retinoschisis 

 

Die X-gebundene juvenile Retinoschisis (XRS) ist eine Netzhautdystrophie, die durch 

Mutationen im Retinoschisin Gen (RS1) zu charakteristische Aufspaltungen in den inneren 

Netzhautschichten und zu zystischen Veränderungen der zentralen Netzhaut führt. Ungefähr 
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die Hälfte der Patienten entwickeln auch periphere Manifestationen in der Netzhaut (George 

et al. 1995; Sauer et al. 1997). Die Mutationen im RS1 sind größtenteils in der Sequenz 

lokalisiert, die für die Discoidin Domäne des RS1 kodiert (www.dmd.nl/rs/). Von der 

Discoidin Domäne ist bekannt, dass diese an bestimmte Komponenten der Plasmamembran 

bindet, wie z.B. Kollagene, Phospholipide und der Na/K ATPase, und eine Funktion bei der 

Zelladhesion oder bei Entwicklungsprozessen hat (Baumgartner et al. 1998; Kiedzierska et al. 

2007). Die extrazelluläre Lokalisation des RS1 an den Photorezeptoren und Bipolarzellen, 

sowie die zelluläre Disorganisation der Netzhaut bei phatogenen Mutationen im RS1 Gen, 

deuten auf eine Funktion in der Organisation und Adhäsion der Zellen hin (Weber et al. 

2002). Bisher ist unklar wie das RS1 an der Plasmamembran bindet, welche Bindungspartner 

es hat und welche Funktion das RS1 ausübt. 

 

In dieser Arbeit wird die Bindung des RS1 zu Phospholipiden, Kollagenen, Kohlenhydrate 

und der Na/K-ATPase untersucht, um mit Hilfe des Bindungspartners auf eine mögliche 

Funktion des RS1 zu schließen. Desweiteren wird der Einfluss der oligomeren Struktur des 

RS1 bei der Bindung zur Plasmamembran und den potentiellen Bindungspartnern überprüft. 

Für die Arbeit stand mir die RS1-KO-Maus zur Verfügung, mit dessen Hilfe ich eine Methode 

entwickelt habe die Bindung von rekombinantem RS1 (rRS1) an homogenisiertem Gewebe 

der RS1-KO-Maus Netzhaut zu untersuchen. Die Bindung des rRS1 wurde charakterisiert, 

indem unterschiedliche RS1-Mutanten für die Bindung an die RS1-KO-Maus Netzhäute 

eingesetzt wurden und durch die Zugabe von Peptiden oder Kohlenhydraten, welche die 

Bindung des rRS1 zur RS1-KO-Maus Netzhaut blockierten. Die Bindung des rRS1 zu 

Phospholipiden und Kollagenen wurden durch ELISA überprüft, wohingegen die Bindung zur 

Na/K-ATPase mit Hilfe von Immunpräzipitationen untersucht wurde.  

 

 

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

 

Die RS1-knock out-Maus (RS1-KO-Maus) ist ein ideales Model für die Charakterisierung des 

RS1, da es viele Parallelen zum menschlichen Krankheitsbild der XRS aufweist, wie z.B. die 

zystenähnliche Strukturen in der inneren und peripheren Netzhaut und das charakteristische 

negative ERG (Weber et al. 2002). Die Degeneration der Netzhaut bei RS1-KO-Mäusen 

beginnt schon in den ersten Wochen nach der Geburt (Gehrig et al. 2006). Die Apoptose der 

Photorezeptoren in der RS1-KO-Maus ist schon bei 14 Tage alten Tieren zu detektieren und 
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erreicht seinen Höhepunkt bei ca. 18 Tage alten Tieren (Gehrig et al. 2006). Das Auge einer 

14 Tage alten RS1-KO-Maus ist nahezu vollständig entwickelt und die zelluläre Struktur der 

Netzhaut ist noch intakt. Zu diesem Zeitpunkt entspricht die Netzhaut der RS1-KO-Maus 

nahezu einer gesunden Netzhaut, nur ohne das RS1 Protein. In der 14 Tage alten RS1-KO-

Maus Netzhaut sind wahrscheinlich auch die Bindungspartner vom RS1 noch vorhanden und 

richtig lokalisiert. Das macht die Netzhaut einer 14 Tage alten RS1-KO-Maus zu einem 

idealen Modell, um die Bindung des RS1 an die Netzhaut zu untersuchen.  

Die Zugabe von rekombinantem RS1 (rRS1) zu verschiedenen Geweben der RS1-KO-Maus 

zeigt, dass das rRS1 spezifisch an das Gewebe der Netzhaut bindet. Offensichtlich enthält die 

Netzhaut den Bindungspartner des RS1, wohingegen die Gewebe wie Herz, Lunge, Leber 

oder Niere diesen nicht enthalten. Durch die Bindung von rRS1 an die Netzhaut der RS1-KO-

Maus läßt sich nicht der Bindungspartner identifizieren, jedoch läßt sich mit dieser Methode 

die Bindung des RS1 zum Bindungspartner charakterisieren und damit Rückschlüsse auf die 

Funktion des RS1 und dessen Bindungspartner ziehen. 

Über die Struktur-Funktionsbeziehung des RS1 ist bisher nur wenig bekannt. Das RS1 wird 

als homo-oktameres Protein von den Photorezeptoren und Bipolarzellen sezerniert (Weber et 

al. 2002). Missense-Mutationen im RS1, insbesondere innerhalb der Discoidin Domäne, 

führen zu einer Missfaltung des Proteins und werden deshalb größtenteils nicht von den 

Zellen sezerniert (Wu & Molday 2003; Wang et al. 2006). Eine Sonderstellung scheinen die 

Cysteine C40, C59 und C223 im RS1 einzunehmen, durch die Disulfidbrückenbindungen für 

die oligomere Struktur ausgebildet werden (Wu et al. 2005). Die RS1-Mutanten C40S, C59S 

und C223S sind pathogen, sie werden jedoch trotzdem von den Zellen sezerniert (Wu & 

Molday 2003). Die Proteinstruktur dieser RS1 Cystein-Mutanten ist offensichtlich intakt, da  

sie an die Plasmamembran binden. Die RS1 Cystein-Mutanten binden unabhängig von der 

oligomeren Struktur an die Netzhäute. Dies deutet darauf hin, dass die oligomere Struktur des 

RS1 nicht für die Bindung an die Plasmamembarn wichtig ist, sondern für dessen Funktion.  

Das RS1 Monomer besteht hauptsächlich aus der Discoidin Domäne. Die Discoidin Domäne 

ist aus anderen Proteinen für die Binding an Phospholipide, Kollagene, Integrine und 

Galactose bekannt, wie z.B. dem HMFG2 und den Blutgerinnungsfaktoren V und VIII 

(Kiedzierska et al. 2007; Aragao et al. 2008). Die Bindung zum jeweiligen Bindungspartner 

erfolgt über drei Peptid-Schlaufen, den sogenannten Spikes, die aus der globulären Struktur 

der Discoidin Domäne herraus ragen (Kiedzierska et al. 2007). Abhängig vom 

Bindungspartner sind die Spikes unterschiedlich an der Bindung beteiligt und ermöglichen 

dadurch Rückschlüsse auf den jeweiligen Bindungspatner des RS1 zu (Kiedzierska et al. 
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2007).  Die Bindung an die Phospholipide, insbesondere an das Phosphatidylserin, erfolgt 

über die Seitenketten der aromatischen Aminosäuren von allen drei Spikes (Fraternali et al. 

2003). Für die Bindung an die Kollagene sind die Spikes 1 und 3 elementar (Leitinger 2003). 

An bestimmte Integrine bindet die Discoidin Domäne über die Aminosäuresequenz Arginin 

(R), Glycin (G) und Asparaginsäure (D), dieses RGD-Motif ist in Spike 3 lokalisiert 

(Andersen et al. 2000). Das RS1 enthält kein RGD-Motif, da es anstelle des Glycins ein 

Cystein im eigentlichen RGD-Motif enthält. Die Bindung an Galactose erfolgt über eine 

Spalte, die sich zwischen zwei Discoidin Domänen ausbildet. Die Bindung der Galactose wird 

vermutlich vom Spike 1 unterstützt (Aragao et al. 2008).  

Welche Spikes für die Bindung des RS1 an die RS1-KO-Maus Netzhaut entscheidend sind, 

wurde durch die Kompetition mit Peptiden die analog der Sequenz der Spikes 1-3 sind 

überprüft. Der Spike 3 nimmt offensichtlich eine zentrale Rolle bei der Bindung des RS1 zur 

Netzhaut ein, da das Peptid 3 die Bindung vollständig blockiert. Aufgrund der Disulfidbrücke 

C110-C142 zwischen den Spikes 2 und 3 und der daraus entstehenen räumlichen Nähe scheint 

der Spike 2 ebenfalls an der Bindung des RS1 zur Netzhaut beteiligt zu sein, da es die 

Bindung teilweise blockiert.  

Das Peptid analog des Spike 1 hat keinen Einfluss auf die Bindung des RS1 zur Netzhaut. Die 

Kombination der Spikes die an der Bindung des RS1 zu seinem Bindungspartner beteiligt sind 

entspricht keinem bisher bekannten Bindungspartner einer Discoidin Domäne und deutet auf 

einen bisher unbekannten Bindungspartner hin.  

Das RS1 bindet unabhängig von seiner oligomeren Form an die RS1-KO-Maus Netzhaut. Da 

alle RS1 Monomere identisch sind, binden sie auch alle an den gleichen Bindungspartner. Die 

homo-oktamere Struktur des RS1 wirft folgende Fragen auf: Warum bindet ein RS1 an acht 

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

 

In der Literatur werden Phospholipide und verschiedene Proteine als Bindungspartner des 

RS1 beschrieben (Molday et al. 2007; Vijayasarathy et al. 2007). Bislang sind diese 

Bindungspartner jedoch noch nicht von anderen Gruppen bestätigt worden. In dieser Arbeit 

wird die Bindung des RS1 zu Phospholipiden, Kollagenen, Sacchariden und im Besonderen 

der Na/K-ATPase überprüft. Die Phospholipide, Saccharide und die Na/K-ATPase werden in 

der Literatur als Bindungspartner des RS1 beschrieben, wohingegen die Kollagene als 

Bindungspartner anderer Discoidin Domäne enthaltenden Proteine bekannt sind (Leitinger 

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

 

 

5.1.2.1 Phospolipide als Bindungspartner des Retinoschisins 

 

Die Bindung der Discoidin Domäne an Phospholipide ist vom HMFG8 sowie den 

Blutgerinungsfaktoren V und VIII bekannt. Sie binden jeweils an das Phosphatidylserin (PS) 

(Macedo-Ribeiro et al. 1999; Pratt et al. 1999; Andersen et al. 2000). Für das RS1 wurden 

anionische Phospholipide, als Bindungspartner in einem computergeneriertem (in silico) 

Model vorgeschlagen (Fraternali et al. 2003). Die Grundlage für das in silico Model vom RS1 

war die Struktur des Blutgerinnungsfaktors V, das eine Sequenzhomologie von 37,7 % zum 

RS1 besitzt (Fraternali et al. 2003). Darauf aufbauend exprimierten Vijayasarathy und 

Mitarbeiter die Discoidin Domäne des RS1 als GST-Fusionsprotein und untersuchten dessen 

Bindung zu Phospholipiden, die auf einer Cellulose-Membran fixiert waren (Vijayasarathy et 

al. 2007). Vijayasarathy beschreibt eine starke Affinität der Discoidin Domäne des RS1 GST-

Fusionsprotein zu anionischen Phospholipiden wie Phosphatidylinositol-phosphaten, 

Phosphatidylinositol-di-phosphaten und Phosphatidylserin. Diese Ergebnisse stehen zur 

Diskussion, da die Bindung des RS1 durch immobilisiertes PS mittels ELISA oder aus 

Netzhäuten hergestellten Liposomen nicht reproduziert werden konnte (Molday et al. 2007). 

Diese widersprüchlichen Ergebnisse wurden in dieser Arbeit, zum einen durch immobilisierte 

Phospholipde und zum anderem durch artifizielle Phospholipidvesikel überprüft. Weder die 

immobilisierten Phospholipde noch die artifiziellen Phospholipidvesikel zeigen eine Affinität 

des RS1 zu anionischen Phospholipiden. Im Gegensatz zu Vijayasarathy und Mitarbeitern 

wurde die Bindung zu Phospholipiden nicht mit einem in E. coli exprimierten Discoidin 

Domäne GST-Fusionsprotein untersucht, sondern mit dem in eukarjotischen Zellen 
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exprimiertem RS1 Protein. Die von Vijayasarathy beschriebene Affinität des RS1 zu 

anionischen Phospholipiden ist wahrscheinlich ein Artefakt und durch eine fehlerhafte 

Faltung des GST-Fusionsproteins zu erklären. Das RS1 enthält mehrere Disulfid-

Brückenbindungen, die bei einer Expression in E. coli nicht oder nur willkürlich geknüpft 

werden (Sevier & Kaiser 2002).  

Gegen eine Bindung des RS1 an PS spricht auch die spezifische Bindung des rRS1 an die 

Netzhaut der RS1-KO-Maus. Da das PS ein Bestanteil fast aller Plasmamembranen ist 

(Pomorski et al. 2001), hätte das rRS1 auch an alle anderen Gewebe der RS1-KO-Maus 

binden müssen. Die Bindung des RS1 an Phospholipide konnte durch drei unabhängige 

Methoden nicht bestätigt werden, dementsprechend wird eine spezifische Bindung zu PS und 

anderen Phospholipiden ausgeschlossen.  

 

 

5.1.2.2 Kollagene als Bindungspartner des Retinoschisins 

 

Die Discoidin Domäne Rezeptoren 1 und 2 (DDR1, DDR2) sind Zelloberflächenrezeptor 

Tyrosin Kinasen, die spezifisch mit ihrer Discoidin Domäne an die fibrillenartigen Kollagene 

I, II und III binden und Funktionen der Signaltransduktion sowie der Zell-Adhäsion 

übernehmen (Curat et al. 2001; Leitinger et al. 2004). Das RS1 ist ebenfalls extrazellulär an 

der Zelloberfläche lokalisiert und das Krankheitsbild der XRS zeigt einen Verlust der 

Zellorganisation durch verminderte Zell-Adhäsion (George et al. 1996; Weber et al. 2002). 

Aktuell sind 28 Kollagentypen bekannt, die sich in ihrer Struktur und Sequenz unterscheiden 

(Myllyharju & Kivirikko 2004; Veit et al. 2006). Die Bindung des RS1 wurde mittels ELISA 

für die Kollagene I bis V überprüft. Die Kollagene I bis V sind die wahrscheinlichsten 

Bindungspartner für das RS1, wenn das RS1 auf ähnliche Weise wie das DDR1 oder DDR2 

an Kollagene bindet. Diese Kollagene sind die bisher einzigen bekannten Kollagene die lange 

fibrilläre oder netzartige molekulare Strukturen ausbilden (Prockop & Kivirikko 1995). Die 

Kollagene I bis V werden in unterschiedlichen Geweben exprimiert, was im Widerspruch zur 

gewebespezifischen Bindung des RS1 steht. In meiner Arbeit wird keine Affinität des RS1 zu 

den Kollagenen I bis V festgestellt und dementsprechend bindet das RS1 nicht wie das DDR1 

oder DDR2 an die Kollagene. Deshalb werden diese Kollagene als Bindungspartner für das 

RS1 ausgeschlossen.  
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5.1.2.3 Saccharide als Bindungspartner des Retinoschisins 

 

Die Discoidin Domäne wurde ursprünglich im Discoidin I und II (Disc I, Disc II) des 

Schleimpilzes Dictyostelium discoideum identifiziert (Cooper et al. 1983). Disc I und II 

binden an Saccharidderivate mit Galactosekonformation, wie N-Acetly-D-Galactosamin 

(GalNAc) oder Methyl-β-Galactosid (βMeGal) (Aragao et al. 2008). Seit kurzem ist bekannt, 

dass die oktamere und dimere Form des RS1 spezifisch an Galactose, nicht jedoch an GalNAc 

oder βMeGal, binden (Dyka et al. 2008). Abgesehen von ihrer Bindung zu Galactose haben 

RS1 und Disc II weitere Gemeinsamkeiten, wie eine oligomere Struktur und die Spikes der 

Discoidin Domäne mit der sie an die Bindungspartner binden. Das Disc II ist ein 

homotrimeres Protein, dass das Saccharid-Derivate in einer Spalte zwischen zwei Monomeren 

mit Hilfe der Spikes 2 und 3 seiner Discoidin Domäne bindet (Aragao et al. 2008). Das RS1 

ist ein Homooktamer, das ebenfalls nur in seiner oligomeren Form an immobilisierte 

Galactose bindet (Dyka et al. 2008). Die Affinität des monomeren RS1 zur Galactose ist 

vermutlich geringer, als die des oligomeren RS1, da nur bei einem Oligomer eine Spalte 

ähnlich wie beim Disc II gebildet werden kann. Deshalb bindet das monomere RS1 nicht an 

die immobilisierte Galactose. Die Bedeutung der Spikes 2 und 3 für die Bindung an den 

Bindungspartner wird durch das Blockieren der Bindung des RS1 an die Netzhaut der RS1-

KO-Maus mit den entsprechenden Peptiden gezeigt. 

Das RS1 bindet unabhängig von seiner oligomeren Form an die Netzhaut der RS1-KO-Maus. 

Durch die Gegenwart der Galactose wird die Bindung des oktameren, dimeren und 

monomeren RS1 zur RS1-KO-Maus Netzhaut inhibiert. Dies deutet auf eine Bindung der 

Galactose in einem Bereich des RS1, welcher für die Bindung zur Netzhaut entscheidend ist. 

Die spezifische Bindung des RS1 zur Netzhaut kann nicht alleine durch die Galactose erklärt 

werden, da sie extrazellulär als Monosaccharid und als ubiquitärer Bestandteil der 

Glykosylierung von Proteinen vorkommt (Gandhi & Mancera 2008). Eine Bindung an das 

Monosaccharid ist für das membrangebundene RS1 unwahrscheinlich. In Kombination mit 

einem Protein, bei dem die Galactose Bestandteil der Glykosylierung ist, könnte die Galactose 

eine notwendige Bedingung für die Bindung des RS1 darstellen.  
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5.1.2.4 Die Na/K ATPase als Bindungspartner des Retinoschisins 

 

Im Gegensatz zu den bisher diskutierten Bindungspartnern des RS1, sind die 

α3/β2 Untereinheiten der Na/K-ATPase als Bindungspartner der Discoidin Domäne erst seit 

kurzem bekannt. Molday und Mitarbeiter (2008) identifizierten die Na/K ATPase als 

Bindungspartner des RS1 mittels der Immunpräzipitation von Wildtyp Maus Netzhautproben 

und zeigten auch die Kolokalisation des RS1 mit der Na/K ATPase α3 Untereinheiten in der 

Netzhaut. An welche der beiden Na/K ATPase Untereinheiten das RS1 bindet, konnte nicht 

bestimmt werden. Aufgrund der wesentlich größeren extrazellulären Domäne der β2-

Untereinheit wird vermutet, dass diese der entscheidende Bindungspartner ist. 

Die Bindung des RS1 zur Na/K ATPase wird durch die Immunpräzipitation mit 

rekombinantem RS1 und RS1-KO-Maus Netzhaut bestätigt. Durch die Bindung der 

extrazellulären Domäne der β2-Untereinheit an das RS1 wird die Hypothese gestärkt, dass 

diese Untereinheit der essentielle Bindungspartner ist. Die vollständige Glykosylierung und 

die Membranständigkeit der β2-Untereinheit spielt offensichtlich keine Rolle für die Bindung, 

da die extrazelluläre Domäne trotz verminderter Glykosylierung und fehlender 

Transmembrandomäne an das RS1 bindet. Unerwartet ist, dass das rRS1 nicht an die 

rekombinant exprimierten α3/β2 Untereinheiten der Na/K ATPase in HEK-293 EBNA Zellen 

bindet. Es wurde gezeigt, das die rekombinanten α3/β2 Untereinheiten der Na/K ATPase in 

der Plasmamembran der HEK 293 EBNA Zellen lokalisiert und auch glykolisiert sind. 

Offensichtlich wird die Bindung des rRS1 zu den α3/β2 Untereinheiten der Na/K ATPase 

blockiert, wenn die Untereinheiten rekombinant in Zellen exprimiert werden, in denen sie 

normalerweise nicht vorhanden sind. Es ist bekannt, dass die Na/K ATPase in der 

Plasmamembran in einem Multi-Enzym-Komplex (MEK) integriert ist (Zhang et al. 2008). 

Dieser MEK setzt sich aus zelltypspezifischen Proteinen wie z.B. Caveolin, EGFR, PLC, 

PI3K oder Src zusammen (Schoner & Scheiner-Bobis 2007; Zhang et al. 2008). Diese MEK 

sind in Caveolae oder lipid rafts lokalisiert (Vagin et al. 2005; Welker et al. 2007). Caveolae 

sind Einstülpungen der Membran durch Caveolin Proteine und haben ähnlich wie die 

lipid rafts eine detergenzresistente Lipidzusammensetzung (Simons & Ikonen 1997). Die 

lipid rafts sind kleine Domänen in der Membran, die sich durch eine höhere Konzentration an 

Glykolipiden, Sphingolipiden und Cholesterol abgrenzen (Simons & Vaz 2004). Durch ihre 

Lipid-Zusammensetzung können die Caveolae und lipid rafts den Transport von Proteinen in 

bzw. auf der Membran beeinflussen und die Interaktion von Membranproteinen sowie dessen 

Signalwege regulieren (Simons & Ikonen 1997). Aufgrund der Vielzahl an Bindungspartnern 
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ist es wahrseinlich, dass die rekombinant exprimierte Na/K ATPase in den HEK-293 EBNA 

Zellen nicht an das rRS1 bindet, weil die potentiellen Bindestellen der Na/K ATPase durch 

andere Proteine aus dem MEK verdeckt wird.  

Das RS1 bindet direkt und ohne unterstützende Faktoren wie z.B. Proteine oder die 

Plasmamembran an die extrazelluläre Domäne der β2-Untereinheit der Na/K ATPase. Wenn 

die Na/K ATPase jedoch in die Plasmamembran integriert ist, bindet das RS1 offensichtlich 

nur an die Na/K ATPase, wenn diese in dem für die Netzhaut spezifischen MEK integriert ist 

und nicht im MEK aus einem anderen Gewebe.  

Das Besondere an der Bindung des RS1 zur Na/K ATPase ist, dass die Spezifität der Bindung 

nicht alleine auf die gewebespezifischen Expression beider Bindungspartner beruht, sondern 

scheinbar noch durch andere gewebespezifische Faktoren in der Plasmamembran beinflusst 

wird. Dieser hohe Grad an Spezifität, der durch die gewebespezifische Expression des RS1 

und der Na/K ATPase und dem Einfluss anderer gewebespezifischer Faktoren unterliegt, 

deutet auf eine exklusive Funktion des RS1 in der Netzhaut hin. 

 

Das RS1 ist wahrscheinlich ein symmetrisch homo-oktameres Protein aus identischen 

Monomeren (Wu et al. 2005). Somit binden alle Monomere auch an identische 

Bindungspartner bzw. an das identische Bindungsmotiv. Die oktamere Struktur des RS1 ist 

für die Bindung der Na/K ATPase nicht notwendig, da schon das RS1 Monomer an sie bindet. 

Ein sich mehrfach wiederholendes Bindemotiv ist in der Na/K ATPase nicht bekannt. Somit 

liegt es nahe, dass jeweils ein RS1 Monomer an eine Na/K ATPase bindet. Im Fall des 

oktameren RS1 bedeutet es, dass das RS1 an acht Na/K ATPasen bindet. Unterstützt wird 

diese Hypothese dadurch, dass die Na/K ATPase in der Plasmamembran nicht nur als 

Protomer (αβ), sondern auch als Di- und Tetraprotomer ((αβ)2, (αβ)4) vorliegt (Kobayashi et 

al. 2007; Mimura et al. 2008). Aufgrund der intermolekularen Disulfidbrücken des RS1 

könnten zwei unterschiedliche Strukturen ausgebildet werden (Wu et al. 2005). Zum einen 

kann das RS1 eine ringförmige Struktur ausbilden, zum anderen eine säulenförmige Struktur 

aus zwei sich gegenüber liegenden Tetrameren (Abb.34). 
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Abb.34: Zwei Strukturmodelle des RS1 mit den ATPase αααα3/ββββ2-Untereinheiten. A) Ringförmiges Model des 

RS1 über die C59-C223 Disulfidbrücken. B) Säulenförmiges Model des RS1 durch die Verbindung zweier 

Tetramere über die C40-C40 Disulfidbrücken. Das RS1 ist in Blau, die α3-Untereinheit in hell grün und die β2-

Untereinheit ist in dunkelgrün dargestellt. Die gestrichelte Linie stellt die C59-C223 Disulfidbrücke und die 

durchgezogene Linie die C40-C40 Disulfidbrücke des RS1 dar. Die Abbildung ist modifiziert nach Molday 

2005.  

 

Beide Strukturmodelle des RS1 sind mit der oligomeren Form der Na/K ATPase vereinbar. 

Das ringförmige Model würde an die protomere oder diprotomere Na/K ATPase binden, weil 

sie die Bewegungsfreiheit der einzelnen RS1 Monomeren nicht so einschränken wie die 

tetraprotomere Form es tun würde. Ein Tetraprotomer der Na/K ATPase entspricht dem 

säulenförmigen Modell des RS1, dabei würde jeweils ein Tetraprotomer auf einer Seite des 

RS1 binden. Welches dieser Modelle eher der Wirklichkeit entspricht, ist bisher nicht 

abzuschätzen. 

 

 

5.1.3 Potentielle Funktionen des Retinoschisins für die Na/K ATPase 

 

Die Identifizierung der Na/K ATPase als Bindungspartner und das bessere Verständnis der 

Struktur-Funktions Beziehung des RS1 eröffnen viele neue Fragestellungen für die Funktion 

der Netzhaut und damit auch für den Pathomechanismus der XRS. Basierend auf dem 

Phänotyp der RS1-KO-Maus wurde die Funktion des RS1 bisher als Gerüstprotein oder 

Adhäsionsprotein zur Verbindung von Zellen beschrieben, weil in Abwesenheit des RS1 die 
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Photorezeptorzellen degenerieren und ein Verlust der Zellorganisation eintritt (Weber et al. 

2002; Wu et al. 2005).  

Durch die Erkenntnis, dass die Na/K ATPase ein Bindungspartner des RS1 ist, muss man die 

Funktion des RS1 neu überdenken. Es existiert eine Na/K ATPase β2 Untereinheit KO-Maus 

die einen ähnlichen Phänotypen in der Netzhaut entwickelt wie die RS1-KO-Maus (Magyar et 

al. 1994; Weber et al. 2002). Beide KO-Mäuse zeigen eine Degeneration der Photorezeptoren 

und eine Verminderung der Zelladhäsion in der Netzhaut. Der Phänotyp der RS1-KO-Maus 

ist auf die Netzhaut begrenzt, wohingegen der Phänotyp der 

Na/K ATPase β2 Untereinheit KO-Maus ubiquitär ist. Aufgrung der essentiellen Funktion der 

Na/K ATPase als Regulator des Membranpotentials gehören zum Phänotyp der 

Na/K ATPase β2 Untereinheit KO-Maus Defekte wie z.B. motorische Inkoordination, 

Degeneration der Astrozyten und Bildung von Vakuolen im Gehirn (Magyar et al. 1994). 

Diese Defekte führen in der Regel zum Tod der Tiere nach 17-18 Tagen (Magyar et al. 1994).  

Warum führt der Verlust eines vermeindlichen Strukturproteins, das an die Na/K ATPase 

bindet, zu einen ähnlichem Phänotyp in der Netzhaut wie der Verlust der Na/K ATPase 

selbst? Die Na/K ATPase benötigt für ihre Funktion in den anderen Geweben kein 

Discoidin Domäne enthaltendes Protein, zumindest ist bisher keines bekannt. Das Besondere 

am RS1 ist zum einen seine exklusive Expression in der Netzhaut und zum anderen seine 

homo-oktamere Struktur, die eine Bindung an vermutlich bis zu acht Bindungspartner 

ermöglicht. Das deutet zum einen auf eine gewebespezifische Funktion des RS1 und zum 

anderen auf eine lokale Konzentrierung des Bindungspartners hin. Von der Na/K ATPase ist 

bekannt, dass sie das Membranpotential und diverse Signalwege auf zweierlei Arten reguliert, 

zum einen durch die direkte Interaktion mit anderen Proteinen und zum anderen durch die 

Konzentration der Na/K Ionen (Xie & Askari 2002; Orlov & Hamet 2006; Zhang et al. 2008).  

Für das RS1 sind folgende Funktionen in Bezug auf die Na/K ATPase denkbar: 

 

1) Es dient als Gerüstprotein, das die Position der Na/K ATPase in der Plasmamembran 

fixiert und die Bildung von Multi-Enzym-Komplexen unterstützt. Als Gegenargument 

für diese Hypothese steht, dass die Na/K ATPase in keinem anderm Gewebe ein 

solches Helferprotein hat, sondern sich wahrscheinlich durch die Verknüpfung seiner 

Glycanketten und mit den Glycanketten benachbarter Na/K ATPasen in der 

Plasmamembran ausrichtet (Vagin et al. 2007).  

2) Es dient als Vermittlerprotein zwischen den Na/K ATPasen, indem es an bis zu acht 

Na/K ATPasen bindet und die Aktivität bzw. die Konformationsänderung einer 
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Na/K ATPase den anderen Na/K ATPasen mitteilt. Es ist bekannt, dass der 

Blutgerinnungsfaktor VIII durch die Bindung an Phosphtidylserin eine 

Konformationsänderung durchführt (Purohit et al. 2003). Eine 

Konformationsänderung des RS1 durch die Bindung an den Bindungspartner oder eine 

Konformationsänderung induziert durch einen Bindungspartner ist ebenso denkbar. 

Das Pumpen der Ionen erfordert mehrere Konformationsänderungen von der 

Na/K ATPase (Scheiner-Bobis 2002; Morth et al. 2007). Diese 

Konfomationsänderungen der Na/K-ATPase könnten Konformationsänderungen bei 

einer Untereinheit des RS1 bewirken. Da die Untereinheiten des RS1 über 

Disulfidbrücken miteinander verbunden sind, könnte diese Konformationsänderung 

auf die anderen Untereinheiten des RS1 übertragen werden und diese übertragen die 

Konformationsänderung jeweils weiter auf die anderen gebundenen Na/K ATPasen. 

Der Vorteil einer solchen Verbindung der Na/K ATPasen über das RS1 wäre eine 

direkte Komunikation zwischen den Na/K ATPasen oder eine Synchronisation der 

Na/K ATPase Aktivitäten. Die Synchronisation der Na/K ATPase Aktivitäten erhöht 

die Pumprate und beschleunigt die Wiederherstellung des Membranpotentials (Chen & 

Dando 2008). In einem so aktivem Gewebe wie der Netzhaut erscheint eine 

Maximierung der Na/K ATPase Aktivität sinnvoll, weil die Zellen in der Netzhaut 

sehr häufig und schnell ihr Membranpotential verändern müssen, um die Lichtreize 

weiter an das Gehirn zu leiten. Eine Synchronisation der Na/K ATPasen bedeutet nicht 

zwangsläufig nur eine Regulation der Pumpleistung, sondern auch eine Verstärkung 

von Signalen durch die mehrfache Aktivierung eines Signalwegs. 

 

Für die zukünftige Charakterisierung der Bindung des RS1 an die Na/K ATPase wäre die 

Klärung, welches der beiden RS1-Strukturmodelle (Abb. 32) der Realität entspricht sehr 

hilfreich, da die Struktur weitere Schlüsse auf die Funktion des RS1 zuließen. Das Ringmodel 

des RS1 steht für eine einseitige Konzentrierung der Na/K ATPase an der Zelloberfläche, 

wohingegen das Säulenmodel als Verbindung zwischen zwei Zellen die Zell-Zell Adhäsion 

stärken und auch zur Signaltransduktion zwischen den Zellen dienen könnte. Zudem wäre es 

ein weiterer Schritt zu einem besseren Verständnis der molekularen Abläufe innerhalb und 

zwischen den Zellen der Netzhaut. 

 

 

 



Diskussion 
 _________________________________________________________________________________________  

110

5.2 Die Assoziation des ARMS2 mit der AMD 

 

Die altersabhängige Makuladegeneration (AMD) ist eine Erkrankung des Auges bei 

Menschen ab dem 50. Lebensjahr mit einer multifaktoriellen Ätiologie (Hawkins et al. 1999). 

Die AMD ist eine komplexe genetische Erkrankung mit vielen beteiligten Genen, deren 

Effekte auf die Krankheit unterschiedlich stark ausgeprägt sind (Edwards & Malek 2007). 

Zusätzlich zu den genetischen Faktoren spielen Umweltfaktoren wie z.B. das Alter, Rauchen 

und Gewicht eine wichtige Rolle bei der Pathogenese (Group. 2000). Als dritthäufigste 

Ursache für Blindheit (Resnikoff et al. 2004) und aufgrund der demographischen 

Entwicklung, einhergehend mit den gesteigerten Lebenserwartungen, rückt die AMD immer 

weiter in den Fokus der Forschung und der Öffentlichkeit. 

Im Jahr 2005 wurde durch eine Meta-Analyse von Kopplungsdaten ein AMD-

Suszeptibilitätslocus beschrieben, der für die Chromosomenregion 10q23.33-10qter eine 

genomweite Signifikanz aufzeigte (Fisher et al. 2005). Mittels einer SNP-Feinkartierung 

wurde das Kopplungssignal auf eine kleine Region eingegrenzt, welche die zwei Gene 

ARMS2 und HTRA1 enthält. Aufgrund des starken Koplungssignals in dieser Region kann 

nicht weiter zwischen diesen beiden Genloci unterschieden werden (Jakobsdottir et al. 2005). 

Die Entscheidung, welches Gen oder ob beide Gene mit der AMD assoziiert sind, kann nur 

experimentell gelöst werden. Demzufolge ist eine Analyse der Proteine von ARMS2 und 

HTRA1 für ein besseres Verständnis der Pathogenese von AMD unumgänglich.  

 

In meiner Dissertation habe ich das ARMS2 Protein bzw. eine besondere Variante des 

ARMS2 (ARMS2_indel) in humanem Gewewebe nachgewiesen. Dadurch wird gezeigt, dass 

das ARMS2 ein proteinkodierendes Gen ist und die fehlende Expression der ARMS2_indel 

Variante lässt auf einen Funktionsverlust schließen, der zu einem erhöhten Risiko führt an 

AMD zu erkranken. 

Hierzu wurde ein Reinigungsprotokoll entwickelt, um rekombinantes ARMS2 (rARMS2) zu 

isolieren. Das rARMS2 wurde für die Gewinnung von spezifischen Antikörpern aus 

Kaninchen benutzt. Diese αARMS2 Antikörper wurden gereinigt, charakterisiert und 

anschließend dafür eingesetzt, endogenes ARMS2 in humanem Gewebe zu detektieren. Des 

Weiteren wurde das ARMS2 und die ARMS2_indel Variante in humanen Plazenten 

charakterisiert (Fritsche et al. 2008). 

 

 



Diskussion 
 _________________________________________________________________________________________  

111

5.2.1 Expression und Reinigung von rekombinantem ARMS2 

 

Das rARMS2-His wurde unter denaturierenden Bedingungen gereinigt, um die für His-tag 

Fusionsproteine typischen Einschlusskörperchen in Lösung zu bringen (Burgess 2009). Die 

Reinigung durch einen Imidazol Stufengradienten ermöglichte einen Reinheitsgrad von 

ca. 80 % und sorgte für eine konzentrierte Elution des Proteins. Für weiterführende Arbeiten, 

wie z.B. strukturaufklärende Methoden (NMR-Spektroskopie, Protein-Kristallographie) 

müsste der Reinheitsgrad durch z.B. eine anschließende Größenausschluss Chromatographie 

gesteigert werden. 

 

Die denaturierende Reinigung des rARMS2-His in Gegenwart von Harnstoff machte eine 

anschließende Renaturierung erforderlich. Ein Austausch des Puffers zu physiologischen 

Bedingungen führte, unabhängig von der Geschwindigkeit des Puffer-Wechsels, zur 

Präzipitation des rARMS2-His. Die Präzipitation des rARMS2-His kann zwei Ursachen 

haben: 

1) Das Protein ist nicht korrekt gefaltet und die hydrophoben Domänen des Proteins 

verursachen eine Aggregatbildung (McCarney et al. 2005; Doglia et al. 2008). Die Bildung 

solcher Aggregate wurde zwar durch Detergenzien wie z.B. Tween-80 minimiert, jedoch war 

das rARMS2-His auch ohne Detergenz bis zu einer Harnstoff-Konzentration von ca. 60 mM 

löslich. Bei dieser geringen Konzentration sollte der Harnstoff keinen Einfluss mehr auf die 

Proteinfaltung haben (Chrunyk & Matthews 1990). Warum der vollständige Entzug des 

Harnstoffes zur Präzipitation des rARMS2-His führte, ist unklar. 

Die Faltung und damit die Löslichkeit des rARMS2-His könnte durch die zusätzliche Fusion 

des rARMS2-His mit einem maltose binding protein (MBP) als Tag verbessert werden. Das 

MBP ist für seine gute Löslichkeit bekannt, da es vermutlich die Faltung des naszierenden 

Fusionsproteins unterstützt und so der Bildung von Aggregaten entgegen wirkt (Sahdev et al. 

2008). 

2) Das ARMS2 selbst ist offensichtlich nicht löslich, da es vermutlich ein 

membranassoziiertes Protein ist und an hydrophobe Flächen bindet (Kanda et al. 2007; 

Fritsche et al. 2008). Deshalb minimiert das ARMS2 vermutlich seine hydrophobe 

Oberfläche, indem es sich mit anderen ARMS2 Molekülen zusammen lagert und auf diese 

Weise unlösliche Aggregate bildet. 

Die Lokalisation des ARMS2 in der Zelle ist unklar. Einerseits wurde das rekombinante 

ARMS2 an bzw. in der äußeren Membran der Mitochondrien lokalisiert (Kanda et al. 2007; 
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Fritsche et al. 2008). Andererseits wird das ARMS2 auch im Zytosol von ARPE19 Zellen 

nachgewiesen (Wang et al. 2009). Für die weitere Charakterisierung des rekombinanten 

ARMS2 Proteins ist zu klären, inwiefern das ARMS2 überhaupt ein lösliches Protein ist.  

 

 

5.2.2 Nachweis des endogenen ARMS2 mit dem ααααARMS2 Antikörper 

 

Der αARMS2 Antikörper wurde aus einem Kaninchen gewonnen, das mit E. coli 

exprimiertem rARMS2-His immunisiert wurde. Die Reinigung des Antikörpers erfolgte 

gegen unspezifische E. coli Proteine, Hexa-Histidin Peptide und das rARMS2-His. Der 

gereinigte Antikörper detektierte im Western Blot mit transformierten E. coli Zellen 

hauptsächlich das rARMS-His und in geringem Maße zwei unspezifische E. coli Proteine. 

Eine Western Blot Analyse mit transient transfizierten HEK-293 EBNA Zellen detektierte nur 

das rARMS2-His_e. Offensichtlich ist die Reinheit und die Spezifität des αARMS2 

Antikörper ausreichend, um in eukaryotischen Zellen mit Hilfe eines Western Blots eine 

qualifizierte Aussage zu geben. 

Die Immunpräzipitation des ARMS2 aus humanem Gewebe wurde mit einem glucosehaltigen 

Puffer durchgeführt, um die Mitochondrien in Lösung zu halten. Durch die anschließende 

Western Blot Analyse wurde das endogene ARMS2 Protein in der Plazenta und der Netzhaut 

nachgewiesen. Die Expression des ARMS2 Proteins ist konsistent mit dessen RNA 

Expression (Rivera et al. 2005). Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass das ARMS2 

ein proteinkodierendes Gen ist. Seit kurzem wurde die mRNA des ARMS2 auch in anderen 

Geweben bzw. Zellen detektiert wie z.B. im Blut, Hippokampus, Muskel, Lunge und Leber 

(Wang et al. 2010). Die Expression auf Proteinebene wurde jedoch nicht überprüft. 

Vom rekombinantem ARMS2 ist bekannt, dass es in COS-1 Zellen mit den Mitochondrien 

und als endogenes Protein in ARPE19 Zellen im Zytosol kolokalisiert ist (Kanda et al. 2007; 

Wang et al. 2009). Die unterschiedlich gefundene Lokalisation des ARMS2, im Zytosol und 

bei den Mitochondrien, könnte zum einen auf die Expression in unterschiedlichen Zelllinien 

und zum anderen auf die endogene bzw. rekombinante Expression des ARMS2 

zurückzuführen sein. 

Bei der Immunpräzipitation wurde kein Detergenz eingesetzt, deshalb blieben die Membranen 

der Mitochondrien intakt. Damit das ARMS2 bei der Immunpräzipitation an die Antikörper 

bindet, muss es entweder löslich oder von der Oberfläche der Mitochondrien abgelöst worden 

sein. Denn die Präzipitation des ARMS2, als Transmembranprotein, würde die Präzipitation 
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ganzer Mitochondrien anhand eines sehr gering exprimierten Proteins bedeuten und das ist 

sehr unwahrscheinlich.  

Der in dieser Arbeit hergestellte αARMS2 Antikörper wurde, in der Gruppe von Professor 

Weber (Institut für Humangenetik, Universität Regensburg), auch für immunhistologische 

Fluoreszenzfärbungen der humanen Netzhaut eingesetzt (Fritsche et al. 2008). Diese 

Färbungen zeigten eine Kolokalisation des ARMS2 mit den Mitochondrien der 

Photorezeptoren. Die Ergebnisse der Immunpräzipitation aus Zelllysat, inklusive 

Mitochondrien und der immunhistologischen Fluoreszenzfärbungen unterstützen die These, 

das ARMS2 an der Oberfläche der Mitochondrien lokalisiert ist und lassen auf eine Funktion 

des ARMS2 in Zusammenhang mit den Mitochondrien vermuten. Diese Ergebnisse schließen 

eine zufällige zytosolische Kolokalisation des ARMS2 mit den Mitochondrien jedoch nicht 

aus. 

 

 

5.2.3 Steigt ohne funktionsfähigen ARMS2 Protein das Risiko an AMD zu erkranken? 

 

Es wurde gezeigt, dass das ARMS2 für ein Protein kodiert und dieses Protein in der Plazenta 

und der Netzhaut exprimiert wird. Die Identifizierung der ARMS2 Varianten legt nahe, dass 

Mutationen im ARMS2 seine Funktion beeinflussen, und auf diese Weise zu einem erhöhten 

Risiko führen, an AMD zu erkranken. Anhand der ARMS2_indel Variante wurde explizit 

gezeigt, dass es aufgrund des fehlenden Polyadenyliesierungssignals und der mRNA 

destabilisierenden Sequenzen nicht exprimiert wird, oder die Expression unter die 

Detektionsgrenze des Western Blots fällt (Fritsche et al. 2008). Demzufolge kann das erhöhte 

Risiko an AMD zu erkranken, für die ARMS2_indel Variante durch das Fehlen des ARMS2 

erklärt werden. 

Die Annahme, dass ARMS2 durch Abwesenheit zu AMD führt, wirft Fragen auf. Denn es ist 

auch eine ARMS2 Variante (rs2736911, R38X) bekannt, die vermutlich zu einem vorzeitigen 

Stopp der Translation bei Aminosäure 38 führt und deren mRNA durch einem vorzeitigen 

Abbau mittels „nonsense-mediated mRNA decay“ ebenfalls nicht expirimiert wird (Chang et 

al. 2007; Fritsche et al. 2008). Inwiefern das Fehlen des ARMS2 einmal zu einem erhöhtem 

Risiko führt an AMD zu erkranken und einmal nicht ist bisher unklar. Möglicherweise 

reichen die ersten 38 Aminosäuren der ARMS2 rs2736911 Variante aus, um ihre Funktion 

aufrecht zu erhalten. Denkbar sind auch andere Mechanismen, die zu einem vollständigen 
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Protein bzw. einer anderen Isoform führen wie z.B. durch eine Stopp-Codon-Durchlässigkeit 

oder einem alternativen Spleißen (Allikmets & Dean 2008; Fritsche et al. 2008).  

Bisher konnte nicht geklärt werden, ob ARMS2 oder HTRA1 das gesuchte AMD-

Suszeptilitätsgen ist, oder wie die beiden Gene sich untereinander beeinflussen. Nach 

aktuellen Erkenntnissen ist das mRNA Expressionslevel in der Netzhaut von ARMS2, der 

ARMS2_indel Variante und HTRA konstant, unabhängig davon, ob jemand AMD hat oder 

nicht (Kanda et al. 2010). Andererseits wird auch diskutiert, dass mit der ARMS2_indel 

Variante gleichzeitig die Transkription von HTRA1 hoch reguliert wird (Yang et al. 2010). 

Inwiefern das mRNA Expressionslevel von ARMS2 oder HTRA1 für die AMD eine Rolle 

spielen, muss erst noch geklärt werden. 

Das Problem die Funktion des ARMS2 zu identifizieren liegt vermutlich daran, dass die 

Auswirkungen des Funktionsverlustes vom ARMS2 so gering sind, dass man sie nur schwer 

detektieren kann. Die Auswirkungen akkumulieren sich über Jahrzehnte und führen erst im 

hohen Alter zur AMD (Buch et al. 2005; Scholl et al. 2007; Wang et al. 2007). 

Die Funktion des ARMS2 könnte mit den Mitochondrien assoziiert sein, da 

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Netzhaut und COS-1 Zellen eine Kolokalisation 

des ARMS2 mit den Mitochondrien zeigen (Kanda et al. 2007; Fritsche et al. 2008). Ein 

Zusammenhang zwischen Mitochondrien bzw. dem von ihnen erzeugten oxidativen Stress 

und AMD wird schon seit längeren diskutiert. Die Mitochondrien sind die Hauptquelle für 

Superoxidanionen in der Zelle. Diese Superoxidanionen generieren hochreaktive Radikale die 

mit Proteinen, DNA und Lipiden einer Zelle reagieren und die Zelle somit schädigen. 

Verschiedenen Studien zeigen in AMD Spender Augen einen erhöhten Anteil an oxydativ 

geschädigten Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden, sowie höhere Anteile von 

antioxidativen Enzymen (Frank et al. 1999; Crabb et al. 2002; Howes et al. 2004; Decanini et 

al. 2007). Welche Funktion das ARMS2 im Zusammenhang mit den Mitochondrien hat, lässt 

sich zu diesem Zeitpunkt noch nicht beantworten, jedoch eröffnen die Ergebnisse dieser 

Arbeit neue Wege und somit auch neue Ansatzpunkte für ein besseres Verständnis der 

Entwicklung von AMD.  
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I. Abkürzungsverzeichnis, Maßeinheiten und SI-Einheiten 

 

I.I Abkürzungsverzeichnis 

 

A   Adenosin 

AS   Aminosäure 

Abb.   Abbildung 

AMD   Altersabhägige Makuladegeneration 

ARMS2 age-related maculopathy susceptibility 2 

APS   Amoniumpersulfat 

BBS  N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid 

BMC   Bis-mercaptoacetamid 

bp   Basenpaar(e) 

C   Cystidin 

°C   Grad Celsius 

ca.   circa 

cDNA   komplementäe DNA 

CHAPS  3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat 

DAPI   4',6-Diamidino-2-phenylindol 

DDR2  Discoidin Domäne Rezeptor 2 

DEPC  Diethylpyrocarbonat 

ddH2O  doppelt destilliertes Wasser 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DNA   Desoxyribonucleinsäure 

dsDNA  doppelsträngige DNA 

DNase  Desoxyribonuclease 

dNTP   2’-Desxoxynucleotid-5’-triphosphat 

ddNTP  Didesoxynucleosidtriphosphat 

DTT   Dithiothreitol 
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E. coli   Escherichia coli 

ECL   enhanced chemoluminescence 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

ERG   Elektroretinogramm 

EtBr   Ethidiumbromid 

EtOH  Ethanol 

EZM   Extrazelluläre Matrix 

G   Guanosin 

H2O   Wasser 

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

HMFG8 Milchfett globulärer-EGF Faktor 8 

HPLC   Hochdruck Flüssigkeits Chromatographie 

HTRA1 hightemperature requirement protein A1 

kb   Kilobasenpaar(e) 

kDa   Kilodalton 

l   Liter 

mA   Milliampere 

MEK  Multi-Enzym-Komplex 

MOPS  Morpholinopropansulfonsäure 

N   Normal 

p.A.  pro Analysis 

PAA  Polyacrylamid 

PAGE   Polyacrylamid Gelelektrophorese 

PBS   Phosphat gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PFA   Paraformaldehyd 

Pfu   Pyrococcus furiosus 

PLEKHA1 pleckstrin homology domain containing, family A member 1 

PVDF   Polyvinylidenfluorid 

r   rekombinant 
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Rho   Rhodopsin 

RNA   Ribonukleinsäure 

RNase   Ribonuklease 

RP   Retinitis Pigmentosa 

RPE   retinales Pigmentepithel 

XRS   X-gebundene juvenile Retinoschisis 

RS1   Retinoschisis assoziiertes Gen (Alias: XLRS1); Retinoschisin 

Rs1h   murines RS1 Ortholog 

RT   Raumtemperatur 

RT-PCR  Reverse Transkriptase-PCR 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

SNP  single nucleotide polymorphism, Einzelnukleotidpolymorphismus 

T   Thymidin 

TA   Anlagerungstemperatur 

Tab.   Tabelle 

Taq   DNA-Polymerase aus Thermophilius aquaticus 

TBS   Tris-gepufferte Salzlösung 

TCEP   (Tris(2-carboxyethylphosphin) 

TEMED  N, N, N’, N’-Tetramethylethylamin 

TIMP2  Gewebsinhibitor der Metalloproteasen-2 

Tm   Schmelztemperatur 

TTR  Transthyretin 

Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

tRNA   Transfer-RNA 

U   Einheit (unit); Uracil 

UTR  nichttranslatierte Region 

Vol   Volumen 

v/v   Volumenanteil einer Flüssigkeit in einer Lösung (volume per volume) 

X-Gal   5-Brom, 4-Chlor, 3-Indoxyl-D-Galactosid 

z.B.   zum Beispiel 
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I.II Maße und Einheiten 
 

% Prozent 

%ige Lösung Gramm in 100 ml Lösung 

°C Grad Celsius 

Å Ångström 10-10 Meter 

aa Aminosäure(n) 

AU Absorptionseinheiten (Extinktion) 

bp Basenpaare 

Da Dalton 

g Erdbeschleunigung 

g Gramm 

h Stunde 

l Liter 

m Meter 

M Molar 

min Minute 

Mw Molekulargewicht 

OD Optische Dichte 

OD595 Optische Dichte bei der Wellenlänge 595 nm 

sek Sekunde 

U Unit (Einheit für Enzymaktivität) 

V Volt 

v/v Volumen pro Volumen 

w/v Gewicht pro Volumen 

w/w Gewicht pro Gewicht 
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I.III SI-Vorsätze von dezimalen Vielfachen und Teilen 

 

c Centi, 10-2 

m Milli, 10-3 

µ Mikro, 10-6 

n Nano, 10-9 

p Pico, 10-12 

f Femto, 10-15 
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II. Liste der eingesetzten Primer 

 

Name Sequenz Richtung 

pET HMFG F gagatatacatatgccgcgcccccgcctgctggccgcg F 

pET HMFG R gtgctcgagacagcccagcagctccaggcgc R 

hDDR1Rev ctcgagcacaccgtgttgagtgcatcct R 

pET RS1newF gtgctcgagggcacacttgctgacgcact F 

hDDR1_Rev2 ctcgagattcccaccgtgttgagtgcatc R 

hDDR2_For ggtaccaatgatcctgattcctgattcccagaatg F 

pET RS1newR agatatacatatctctaccgaggatgaaggcga R 

hDDR2_Rev ctcgagcactcgtcgccttgttgaag R 

hDDR2_For2 ggtaccgggatcaggagctatgggac F 

DDR2int2 tgcctctccaccaccgaatg F 

DDR2int1 ggctagatggcttggtgtct F 

LOC-GFP-R tcgatctagaccttgctgcagtgtggat R 

DDR2int3 tgtggctgtggaggagtt F 

RS1 D143A acccaggggcgctgtgccatcgatgagtggat F 

hDDR2_Rev2 ctcgagccctcgtcgccttgttgaag R 

ATP1B2 F NotI F agcggccgcatggtcatccagaaagagaag F 

ATP1B2 R BamHI R tggatccgcggttttgttgatgcggagtttga R 

ATP1B2 F NdeI gccgcgggattcatatggtcatccagaaagagaag F 

ATP1B2 R XhoI ctcgagggttttgttgatgcggagtttga R 

ATP1a3 BsmI R ctcaaggtaggcattctggaaggcct R 

ATPB2 stop BamH1 R cgctaggatcctcaggttttgttgatgcg R 

ATPA3 stop BamH1 R gctcaggatcctcagtagtaggtttccttc R 

ATP1a3 BsmI F aggccttccagaatgcctaccttgag F 

ATP1B2 F cDNA atggtcatccagaaagagaag F 

ATP1B2 R cDNA tcaggttttgttgatgcggagt R 

ATP1B2ex NheI F gtaccagctgctagcatgcagactgtctccgac F 

ATP1B2ex XhoI R gcgcctcgagcgggttttgttgatgcggagtttgaa R 



Liste der eingesetzten Primer 
 _________________________________________________________________________________________  

121

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 NdeI gccgcgggattcatatgggggacaagaaagatgaca F 

RS1c40s_for ccaaaaagcatgcaagtccgattgccaaggagg F 

RS1c40s_rev cctccttggcaatcggacttgcatgctttttgg R 

RS1 C219S F atggagctgctggagtccgtcagcaagtg F 

RS1 C219S R cacttgctgacggactccagcagctccat R 

DDR2 TM r cttaaagttgatgacagcaacagctcgagcaa R 

DDR2 End r ctcgtcgccttgttgaaggaggcctcgagtatc R
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