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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der dulR3eren Retina besteht eine enge funktionelle Interaktion zwischen retinalem
Pigmentepithel (RPE) und Photorezeptoren. Eine wichtige Aufgabe des RPE ist hier
die zirkadian regulierte Phagozytose der auf3eren Segmente der Photorezeptoren,
welche permanent erneuert werden. Ist diese empfindlich genau geregelte
Interaktion beider Zellgruppen gestort, kann es zu schwerwiegenden Erkrankungen,
verbunden mit dem Verlust von Photorezeptoren, und damit zur Erblindung kommen.
Einige fur die Interaktion wichtige Rezeptoren und Molekile sind bekannt. Die
Regulation des Phagozytoseprozesses im RPE weiterfihrend nach dem

Rezeptorkontakt ist jedoch nicht komplett geklart.

In der Arbeit sollte der Einfluss verschiedener lonenkandle auf die Regulation der
Phagozytose uberprft werden. Zur Untersuchung dieses Ansatzes wurde ein in-vitro
Modellsystem etabliert, bei dem die Phagozytose in primaren porcinen RPE Zellen,
denen isolierte AuRensegmente von Photorezeptoren zugefligt werden, untersucht
wird. Hier konnte durch pharmakologische Blockierung gezeigt werden, dass L-Typ
Ca?* Kanale und méglicherweise TRPV Kandle durch Generierung von Ca?'
Signalen, welche fur den Ablauf weiterer Signalkaskaden wahrend des

Phagozytoseprozesses benotigt werden, beteiligt sind.

Bestrophin-1 interagiert direkt mit den B-Untereinheiten der Ca,1.3 L-Typ Ca*'
Kanéle des RPE. Dabei fuhrt die Interaktion mit dem Bestrophin-1 zur Hemmung der
Ca®* Kanalaktivitat. Um einem solchen Effekt auf die lonenkanale nachzugehen
wurden Uber differentielle Zentrifugation, mit Hilfe von Sucrosegradienten,
Erkenntnisse zur subzellularen Lokalisation von Bestrophin-1 gewonnen. Hier zeigte
sich, dass Bestrophin-1 nicht in den gleichen Membranfraktionen vorhanden war, wie
klassische Zellmembranproteine, sondern in Fraktionen mit einer Anreicherung an
Proteinen cytosolischer vesikularer Membranen. Dies lasst auf eine Lokalisation in
der Membran intrazellularer Organellen nahe der Zellmembran schlie3en. Weiterhin
konnte ein funktioneller Einfluss von Bestrophin-1 auf die Phagozytose (ber seine
modulatorische Aktivitat an Ca,1.3 L-Typ Ca*" Kanalen in-vitro gezeigt werden. Der
siRNA knock-down von Bestrophin-1 fiihrte hier zu einer erhéhten Phagozytoserate,

was einen aktivierenden Einfluss der L-Typ Kandle auf die Phagozytose bestatigt.
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Zusammenfassung

Im RPE ist eine direkte funktionelle Kopplung der Aktivitat von spannungs- und Ca**-
aktivierten K* Kanalen (BK) und der Aktivierung von L-Typ Ca** Kanélen uber einen
negativen feedback Kontrollmechanismus bekannt. Bei pharmakologischer Inhibition
des BK K" Kanals in Phagozytose in-vitro Experimenten kommt es ebenfalls zu einer
reduzierten Phagozytoseaktivitat, was nahe legt, dass dieser direkte Antagonismus

keine vordringliche Rolle fiir die Phagozytose-Regulation spielt.

Weiterfilhrend wurde die Rolle des Ca,1.3 Ca*" Kanals in der Regulation der
Phagozytose in-vivo untersucht. Dazu standen ein knock-out Mausmodell fur Ca,1.3
und BK Kanal zur Verfligung. Da es sich bei der Phagozytose des RPEs um einen
zirkadian regulierten Prozess handelt, wurden mittels immunhistochemischer
Farbungen der Retina zu verschiedenen Tageszeiten die Anzahl der Phagosomen im
RPE ermittelt, was dessen phagozytarer Aktivitat entspricht. Es zeigte sich dabei im
Ca,1.3 Mausmodell ein Unterschied in der morgendlichen Peak-Aktivitat, und tber
den Tagesverlauf hin findet sich eine héhere Anzahl von Phagosomen in den knock-

out Tieren im Vergleich zu den wildtypen.

Im zweiten Mausmodell, defizient fir BK K Kanal, zeigte sich ein veranderter
zirkadianer Rhythmus in der morgendlichen Peak Aktivitat der Phagozytose und im
Tagesverlauf eine geringere Phagozytoseaktivitat. In folgenden Untersuchungen
zeigte sich an diesem Mausmodell ein weiterer Phanotyp im Auge. Histologisch

konnte eine Verkirzung der PhotorezeptorauRensegmente festgestellt werden.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Retina

1.1.1 Retina

Die Retina befindet sich im hinteren Augenabschnitt zwischen Glaskorper (Vitreus)
und Aderhaut (Choroid). Sie besteht hauptsachlich aus Neuronen (Photorezeptoren,
Bipolar Zellen, Amakrin Zellen, Horizontal Zellen, Ganglien Zellen), Mdller Zellen,
Astrozyten und dem Pigmentepithel (RPE). Die retinalen Zellen sind dabei in neun

anatomisch unterscheidbare Schichten gegliedert (Abb.1.1).

Sclera
Choroid

9 | RPE
. |0s

Optic nerve

Abbildung 1.1: Aufbau der Retina. A Querschnitt durch das menschliche Auge. B
Schematische Darstellung der Organisation retinaler Zellen. Stabchen (R), Zapfen (C),
Bipolarzellen (B), Horizontalzellen (H), Amakrinzellen (A), Ganglienzellen (G), Mullerzellen
(M), Retinales Pigmentepithel (RPE), C Gewebeschnitt durch die Netzhaut mit Darstellung
der einzelnen Schichten. Die Kerne der Photorezeptoren bilden die uf3ere Kornerschicht
(ONL). Die Kerne der Bipolar-, Amakrin-, Horizontal- und Mdillerzellen sind in der inneren
Kornerschicht (INL) zu finden. Die Kerne der Ganglienzellen bilden die Ganglienzellschicht
(GCL). Die &auRere plexiforme Schicht (OPL) beinhaltet die Ausldufer und synaptischen
Enden der Photorezeptoren, Horizontal- und Bipolarzellen. Die innere plexiforme Schicht
(IPL) beinhaltet die Auslaufer und Enden von Bipolar-, Amakrin- und Ganglienzellen.
Photorezeptorauensegment (OS), -innensegment (I1S). (Sung and Chuang 2010)
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Einleitung

Licht muss zuerst die Retina durchdringen, bevor es die lichtsensitiven Zapfen und
Stabchen der &ufReren Retina erreicht. Im humanen Auge befinden sich peripher
~120 Millionen Stabchenzellen, wogegen im zentralen Bereich (Fovea centralis)
hauptsachlich die ~6 Millionen Zapfen vorliegen. Photorezeptoren sind in
AulRensegment, Innensegment, Zellkérper und Synapse gegliedert. Die
AulRensegmente der Stabchen sind zylinderférmig, und bestehen aus Stapeln vieler
Ubereinanderliegender  Disks, flacher, einzelner,  membranumschlossener
.Scheibchen® (~1000). Der strukturelle Aufbau der Zapfenaullensegmente
unterscheidet sich von dem der Stdbchen, indem er eine konische Form und
Einstulpungen der Zellmembran aufweist. Die Verbindung zwischen Auf3en- und

Innensegment erfolgt Gber ein Cilium.

1.1.2 RPE

Das RPE ist ein einschichtiges Epithelium hexagonaler Zellen, was einen hohen
Gehalt an Melanosomen aufweist (Boulton and Dayhaw-Barker 2001). Zwischen
apikaler und basolateraler Seite der Zelle bestehen morphologische und funktionelle
Unterschiede (Strauss 2005). An der apikalen Membran steht es mit
Aulensegmenten (OS) der Photorezeptoren in Kontakt. Diese sind hier von langen
apikalen Zellfortsatzen, den Mikrovilli der RPE Zellen, umgeben (Abb.1.2). Der
subretinale Spalt  zwischen Photorezeptoren und RPE st mit
Interphotorezeptormatrix (IPM) ausgefillt, welche fir die Interaktion der beiden
Zellgruppen von grofRer Bedeutung ist. Die Adhasion der Retina am RPE wird aber
vorallem durch den Flussigkeitstransport aus dem Subretinalraum in Richtung
Choroidea aufrechterhalten. Die funktionelle Einheit von Photorezeptoren und RPE
ist deutlich erkennbar, wenn durch Mutationen in RPE Proteinen die Funktion des
RPEs gestort ist, und es zu einer Degeneration der Photorezeptoren kommt (z.B.
MerTK) (Chaitin, Hall et al. 1983; Steinberg 1985). Umgedreht fihren Gendefekte in
den Photorezeptoren zur Degeneration des RPE (z.B. ABCR) (Molday and Zhang
2010). Die RPE Zelle grenzt basal an die Bruch’sche Membran, bildet eine
epitheliale Barriere hin zum Gefal3system der Choroidea, und kontrolliert als Blut-
Retina-Schranke Versorgung und Stoffaustausch zwischen Gefal3en der Choroidea
und der aufleren Retina (Bok 1993; Rizzolo 1997; Rizzolo 2007). Basal weil3t die
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Einleitung

Zellmembran Faltungen auf, die eine OberflachenvergroR3erung fur Absorption und

Sekretion darstellen.

" Bruch'sche Membran
 — e —— =

X e

Abbildung 1.2: RPE Zelle. A Schematische Darstellung einer RPE Zelle (modifiziert nach
Paulus de Jong 2006), B Elektronenmikroskopische Aufnahme porciner RPE Zellen. Nukleus
(1), Melanosomen (2), Bruch’sche Membran (3), Choroidea (4), Phagosomen (Pfeil) (Mit
Dank an Fr. Schimmel, Arbeitsgruppe Prof. Tamm, Institut fur Anatomie der Universitat
Regensburg).

Das RPE Ubernimmt Aufgaben, die fir die Funktion der Photorezeptoren essentiell
sind (Strauss 2005). Die Lichteinstrahlung, der die Retina ausgesetzt ist, kann zu
schadigenden photooxidativen Reaktionen bis hin zur Retinadegeneration fuhren
(Alm and Bill 1972; Alm and Bill 1972). Die im RPE enthaltenen Melanosomen
dienen dem Schutz der Photorezeptoren durch Absorption von Lichtenergie (Boulton
and Dayhaw-Barker 2001). Ein weiteres lichtabsorbierendes Pigment des RPE ist
Lipofuszin. Mit zunehmendem Alter akkumuliert es im RPE, wobei angenommen
wird, dass der Grund dafir ein unvollstandiger Verdau der phagozytierten OS ist
(Miceli, Liles et al. 1994). Bei einer Reihe retinaler Erkrankungen kommt es friihzeitig
zu einer so starken Anreicherung von Lipofuszin, dass zelltoxische Konzentrationen
erreicht werden. Im RPE liegt weiterhin eine grol3e Menge an enzymatischen
Antioxidantien vor, und Schaden an DNA, Lipiden und Proteinen kdnnen behoben
werden (Newsome, Dobard et al. 1990; Miceli, Liles et al. 1994).
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Einleitung

RPE Zellen dienen dem Transport von lonen, Wasser und Metaboliten vom
subretinalen Raum hin zum Blut (Steinberg 1985; Miller and Edelman 1990; Hamann
2002; Strauss 2005). Nahrstoffe wie Glucose, Vitamin A oder Fettsauren werden in
Gegenrichtung zur Versorgung der Photorezeptoren geliefert. Das RPE sichert die
Erregbarkeit der Photorezeptoren. Es stellt einen Speicher fur Vitamin A dar, nimmt
das nach Lichtabsorption gebildete all-trans-retinal auf, und sorgt fur eine
enzymatische Regeneration zurick in 11-cis-retinal, wozu Photorezeptoren selbst
nicht in der Lage sind. Das RPE versorgt schlief3lich die Photorezeptoren wieder mit
erregbarem Retinal (Baehr, Wu et al. 2003; Besch, Jagle et al. 2003). Es sorgt fur
eine stabile lonenkomposition im Subretinalraum (Miller and Edelman 1990). Eine
Reihe von Wachstumsfaktoren und immunsuppressiver Faktoren wird durch das
RPE sezerniert (Streilein, Ma et al. 2002; Ishida, Panjwani et al. 2003). Die
Phagozytose der OS durch das RPE ermdglicht nach dem Verdau Recycling und
Ruckfihrung wichtiger Substanzen wie Retinal, um die OS von der
Photorezeptorbasis aus nachzubilden (Kevany and Palczewski 2010). Mit seinen
vielfaltigen Funktionen tragt das RPE weiterhin zum Erhalt struktureller Integritat der

Retina und der Ausbildung eines immunprivilegierten Raumes im Auge bei.

1.2 Phagozytose des RPE

Lebenslang unterziehen sich Photorezeptorzellen einem taglichen
Erneuerungsprozess, um Schadigungen durch Anreicherung von photooxidativen
Produkten vorzubeugen (Young 1967). Dabei werden die
PhotorezeptorauRensegmente (OS) regelmafig vom Cilium her nachgebildet (Young
and Droz 1968; Young and Bok 1969; Young 1976). Die distalen Enden der OS,
welche die groRten Mengen an geschadigten Proteinen und Lipiden enthalten,
werden regelmaRig abgeschnirt. (Young 1967; Young and Bok 1969; Anderson,
Fisher et al. 1978). Durch koordinierte Abstof3ung und Neubildung wird eine
konstante Lange der OS aufrechterhalten. Abgeschnirte OS Bruchstiicke werden
vom RPE phagozytiert. Im RPE werden sie abgebaut, verdaut, wichtige Molekile
recycelt, und den Photorezeptoren erneut zur Verfiigung gestellt (Bibb and Young
1974; Bazan, Gordon et al. 1992; Rodriguez de Turco, Parkins et al. 1999). Der
Prozess der OS Absto3ung und Phagozytose muss streng koordiniert zwischen RPE

und Photorezeptoren ablaufen, und steht dabei unter zirkadianer Kontrolle (LaValil
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Einleitung

1976; O'Day and Young 1978; Besharse and Hollyfield 1979; Flannery and Fisher
1984). Untersuchungen zum zirkadianen Rhythmus der Phagozytose von Stébchen
belegen einheitlich eine verstarkte Phagozytoseaktivitat am Morgen, in den ersten 2h
nach Anschalten des Lichtes (Young 1978; LaVail 1980). Fur die Zapfen dagegen
gibt es weit weniger Untersuchungen, und die Beobachtungen sind je nach
gewahltem Tiermodell unterschiedlich. Die tagaktive Nagetierspezies Arvicanthis
ansorgei, die eine zapfenreiche Retina besitzt, zeigt den gleichen zeitlichen Verlauf
in der Phagozytose der Zapfen und der Stabchen (Bobu and Hicks 2009). In
Spermophilus Arten dagegen ist eine vermehrte Phagozytose von Zapfen OS nach
Beginn der Dunkelphase beschrieben (Long, Fisher et al. 1986).

Die zirkadiane Kontrolle der Prozesse der OS Abschnirung und Phagozytose wird
durch retinale zirkadiane Uhren, unabhangig vom Suprachiasmatischen Nucleus
(SCN), kontrolliert (Cahill and Besharse 1993; Terman, Reme et al. 1993; Grace,
Wang et al. 1996). Unterschiedliche retinale Zellen (Photorezeptor-, Bipolar-,
Ganlien-, Amakrine-, Horizontale Zellen) beinhalten alle Komponenten der
,molekularen Uhren®, und ermdoglichen der Retina verschiedene
Anpassungsmechanismen an die stark unterschiedlichen Beleuchtungsverhéltnisse
zwischen Tag und Nacht vorzunehmen (Guido, Garbarino-Pico et al.). Wie die
zirkadiane Uhr den Start der OS Phagozytose kontrolliert, ist nicht richtig verstanden.
Es wird angenommen, dass die Regulierung Uber das Dopamin/Melatonin System
erfolgt, durch welches retinale Oszillatoren diese und andere Rhythmen kontrollieren.
(Besharse and Dunis 1983)

1.2.1 Phagozytoserezeptoren

Der molekulare Mechanismus, der von RPE Zellen zur OS Phagozytose genutzt
wird, ist dem Mechanismus von Phagozyten zur Entfernung apoptotischer Zellen
sehr ahnlich (Savill, Dransfield et al. 1990; Albert, Pearce et al. 1998). Die Erkennung
der OS durch das RPE erfolgt &hnlich wie im Falle apoptotischer Zellen durch
Makrophagen (ber Phospholipide mit terminalen priméaren Amingruppen in der
Zellmembran der OS, wie Phosphatidylserine (PS). Diese normalerweise
ausschlielich intrazellular vorhandenen Phospholipide werden als ,Fress-Signal®
von den apoptotischen Zellen extrazellular exponiert (Fadok, Voelker et al. 1992;

Krahling, Callahan et al. 1999). Frische RPE Zellen kbnnen PS-haltige Liposomen
17



Einleitung

erkennen (Ryeom, Silverstein et al. 1996). Kurzlich wurde gezeigt, dass auch
isolierte OS Partikel extrazellular PS exponieren, und deren Blockade zur
Verringerung der Anbindung und Aufnahme durch RPE Zellen in Kultur fuhrt. Die
Exposition von PS ist in der Mausretina auf die distalen Enden der OS beschrénkt
und erfolgt rhythmisch, mit einer verstarkten Exposition kurz nach Eintritt in die
Lichtphase (Ruggiero, Connor et al. 2012).

Nach der Erkennung durch die RPE Zelle erfolgt die Anbindung der OS als ein
spezifischer, rezeptorvermittelter Prozess (Hall and Abrams 1987). Der
Makrophagen-Rezeptor CD36 bindet direkt an PS der OS Membran, unterstitzt so
die Anbindung und reguliert die Aufnahme (Ryeom, Silverstein et al. 1996; Ryeom,
Sparrow et al. 1996; Sparrow, Ryeom et al. 1997; Finnemann and Silverstein 2001).
TLR4 spielt eine regulierende Rolle in der OS Aufnhame und Degradierung
(Kindzelskii, Elner et al. 2004). Integrinrezeptoren av@5 der apikalen Zellmembran
binden ihr Substrat dagegen nicht direkt, sondern erkennen vielmehr extrazellulare,
I6sliche ,Bricken“-Proteine, durch die OS Partikel opsonisiert sind (Finnemann and
Rodriguez-Boulan 1999; Wu, Tibrewal et al. 2006). Das in den Subretinalraum
sezernierte Protein MFG-E8 (engl. milk fat globule-EGF factor 8) dient als Ligand zur
Bindung an av@5 (Nandrot, Anand et al. 2007). Mittels Blockierung av@5 spezifischer
Antikorper wurde eine reduzierte Anbindung der OS ans RPE beobachtet, die
Phagozytose bereits gebundener Partikel war nicht beeintrachtigt (Finnemann,
Bonilha et al. 1997). Mause ohne B5 Integrinuntereinheit oder MFG-E8 zeigen nicht
mehr den beschriebenen morgendlichen Peak in der Phagosomenzahl, sondern nur
eine basale Aufnahmekapazitat. Weiterhin weisen altere $5-/- Mause aufgrund der
gestorten Phagozytose Sehverluste und eine Anreicherung von autofluoreszenten
Ablagerungen im RPE auf (Nandrot, Kim et al. 2004).

Fir die Aufnahme der OS ist die Rezeptortyrosinkinase MerTK unverzichtbar (Feng,
Yasumura et al. 2002). Mutationen der MerTK konnten als Pathomechanismus bei
Retinitis pigmentosa identifiziert werden (Bok and Hall 1971; Edwards and Szamier
1977; D'Cruz, Yasumura et al. 2000; Vollrath, Feng et al. 2001; Duncan, LaVail et al.
2003). Untersuchungen am Tiermodell der Royal College of Surgeons Ratten (RCS)
zeigten, dass ihre RPE Zellen in der Lage waren die OS zu binden, eine
Internalisierung der OS aber nicht moglich war (Goldman and O'Brien 1978; Chaitin,

Hall et al. 1983). Interessanterweise sind RCS RPE Zellen aber in der Lage Latex
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Beads aufzunehmen, was auf eine generelle Phagozytosefahigkeit schliel3en lasst
(Edwards and Szamier 1977; Heth and Marescalchi 1994). Ahnlich wie avB5 Integrin
erkennt MerTK seinen Liganden nicht direkt, sonder nutzt hochstwahrscheinlich als
,Brucken“-Proteine Gas6 und ProteinS fur die Bindung an PS, die zur MerTK
abhangigen OS Aufnahme notig sind (Hall, Prieto et al. 2001; Hall, Obin et al. 2002).
Mit Tubby und Tulpl wurden zwei weitere MerTK Liganden gefunden, die tber einen
PS unabhangigen Mechanismus, als Bruckenproteine fungieren. Es wurde gezeigt,
dass beide MerTK binden und aktivieren, sowie die OS Phagozytose stimulieren
(Caberoy, Zhou et al. 2010). Tetraspanin CD81, welches selbst nicht als direkter
Rezeptor fur OS fungiert, unterstitzt die OS Anbindung Uber eine funktionelle

Interaktion mit avB5 Integrinen (Chang and Finnemann 2007).

1.2.2 Signalwege

Die Initiation und Regulation der Phagozytose kann an kultivierten Zellen untersucht
werden, denen isolierte OS zugefuhrt werden (Hall and Abrams 1987; Heth and
Marescalchi 1994; Finnemann, Bonilha et al. 1997). Nach der spezifischen Bindung
der OS an der apikalen Membran der RPE Zelle wird eine intrazelluléare
Signalkaskade aktiviert, die zur Aufnahme der gebundenen OS fihrt. avB5 Integrin
Ligation bei OS Kontakt mobilisiert FAK (engl. focal adhesion kinase) zum apikalen
RPE. Diese Initierung der Phagozytose geht mit einer Tyrosinphophorylierung der
FAK einher (Finnemann 2003). Die aktivierte FAK interagiert mit Rezeptor Tyrosin
kinase c-mer (MerTK). Weiterhin induziert die av5 Integrin Ligandenbindung die F-
Aktin Rekrutierung zu oberflachengebundenen phagocytischen Partikeln durch
aktivierte RaclGTPase, unabhangig von MerTK/FAK. Eine verminderte Racl
Expression behindert die OS Partikelaufnahme (Mao and Finnemann 2012).

Ligandenbindung fuhrt zur Autophosphorylierung der MerTK, und damit zur
Ubertragung des extrazellularen Signals in die Aktivierung der IP; Signalkaskade, als
wichtigen intrazellularen Signalweg wahrend der Phagozytose (Feng, Yasumura et
al. 2002; Finnemann 2003). Hierbei fuhrt die Aktivierung von PLC zur Generierung
einer erhdhten intrazellularen Konzentration von IP3, was in Zellen ohne MerTK nicht
beobachtet werden kann (Heth and Schmidt 1991; Heth and Marescalchi 1994). Der

Anstieg der IP3; Konzentration geht mit dem Start der Phagozytose und einer
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verstarkten Phosphorylierung von Proteinen einher (Heth and Schmidt 1992). Nach
OS Zugabe zu RPE Zellen wurde neben MerTK und FAK auch eine vermehrte
Phosphorylierung von Src Kinase beobachtet. IP; Signale fluhren zu einer

nachfolgenden Freisetzung von Ca®" aus den Speichern des ER.

POS

<y

Gas6/
protein S/
Tubby/

TLR4
CD36

1 | Aufnahme

Intrazelluldre
Anbindung Ca2* Speicher _aud v v
A

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Zellmembranrezeptoren und
intrazellularen Signalwege, die in die Regulation der Phagozytose von OS durch RPE
Zellen involviert sind. Die Phagozytose beginnt mit Anbindung der OS. Dieser Vorgang
wird in ein intrazellulares Signal Ubertragen, einem Anstieg der inrazellularen [P;
Konzentration, die zur Aufnahme der gebundenen OS Membranen fuhrt. Die Anbindung wird
durch avB5 Integrin vermittelt, und die Aktivierung der IP; Signalkskade erfolgt tber die
Rezeptor Tyrosin Kinase MerTK. Der Makrophagen Rezeptor CD36 ist in die Aufnahme
involviert. Eine koordinierte Signaltibertragung zwischen avp5 Integrin und MerTK erfolgt
durch FAK. Die [Ca®7; ist ein zentraler sekundarer Botenstoff im Phagozytoseprozess. Die
Ca?* Homoostase wahrend des Prozesses wird durch die Ca?* Freisetzung aus
intrazellularen Speichern, und dem Ca** Einstrom Uiber L-Typ Kanale der Membran, welche
durch zytosolische Src Kinasen aktiviert werden kénnen, reguliert. Weiterhin nimmt auch der
Rezeptor TLR4 Einfluss auf die [Ca®']. CD36, Makrophagen Phagozytose Rezeptor; FAK,
focal adhesion kinase; Gas6, growth-arrest-specific protein 6; MerTK, Rezeptor Tyrosin
Kinase c-mer; PLC, Phospholipase C; POS, Photorezeptoraulensegmente; TLR4, toll-like
Rezeptor 4; Racl, RaclGTPase; MFG-E8, milk fat globule-EGF factor 8; PS,
Phosphatidylserine; 1P3, 1,4,5-Inositoltrisphosphat.
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Andererseits wurden pharmakologisch induzierte Aktivierung von PKC und

Erhohungen der [Ca®']

als ein Terminationssignal der Phagozytose idendifiziert (Hall,
Abrams et al. 1991). Im RPE sind oszillierende Ca** Signale nach Kontakt der Zellen
mit OS beschrieben, die genauere Lokalisation wurde allerdings nicht untersucht
(Kindzelskii, Elner et al. 2004). Im RPE ist Ca** fiir die Phagozytose notwendig (Hall,
Prieto et al. 2001). Annexin A2, ein in seiner Funktion Ca®* abhangiges Protein, was
in den RPE Zellen apikal exprimiert ist, dient als Regulator der Aktin-Dynamik
wahrend der frihen Stadien der OS Phagozytose (Law, Ling et al. 2009).
Extrazellulares Ca®* wird benétigt fir die Gas6 und ProteinS abhangige Bindung der
OS an MerTK Rezeptoren und die nachfolgende Aufnahme durch das RPE (Hall,
Prieto et al. 2001; Hall, Obin et al. 2002; Hall, Obin et al. 2005). IP3/ Ca** Signalwege
spielen eine Rolle in der Initiation der Phagozytose. Das cAMP System sekundéarer
Botenstoffe scheint dagegen eine Rolle in der Modulation der Phagozytose zu
spielen. Dabei hat ein pharmakologisch induzierter erhéhter cAMP Gehalt eine
reduzierte OS Aufnahme zur Folge (Edwards and Flaherty 1986; Hall, Abrams et al.
1993).

1.3 Erkrankungen des RPE mit moglicher Phagozytose
Beteiligung

1.3.1 Usher Syndrom

Das Usher Syndrom (USH) ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, die mit
Taubheit und progressiver Retinadegeneration einhergeht. Die 3 Subtypen (USH 1,
2, 3) unterscheiden sich klinisch durch Ausmaf und Beginn der Gehorlosigkeit, eine
Retinadegeneration liegt immer vor (Smith, Berlin et al. 1994). USH ist genetisch
heterogen. Dabei sind bislang 9 Gene mit Mutationen bekannt, die zur Erkrankung
fuhren (Williams 2008). Fur etwa 20% der Erkrankungsfalle sind die
zugrundeliegenden Mutationen noch unbekannt (Bolz 2009). USH Proteine (Myosin-
7A, Harmonin, Cadherin-23, Protocadherin-15, SANS, Usherin, GPR98, Whirlin,
Clarin-1) gehoéren sehr unterschiedlichen Proteinfamilien an, sind in Innenohr
Haarzellen und der Netzhaut zu finden, und interagieren dort vermutlich funktionell
(Boeda, El-Amraoui et al. 2002; Adato, Michel et al. 2005; Kremer, van Wijk et al.
2006). Dadurch, dass unterschiedliche Typen des USH einen &hnlichen klinischen
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Phanotyp erzeugen, scheint die Hypothese einleuchtend, dass die Genmutationen
einen gemeinsamen zellularen Mechanismus betreffen. In vitro wurden Interaktionen
zwischen den USH Proteinen beobachtet, dennoch ist die Funktion in der Retina
weniger klar. Es wird angenommen, dass die USH Proteine in einer Art ,molekularen
Motor® zusammenarbeiten, und am Ciliartransport im Photorezeptor beteiligt sind
(Udovichenko, Gibbs et al. 2002; Inoue and Ikebe 2003). Myosin-7A defiziente
shaker-1 Mause, zeigen eine abnorme Akkumulation von Opsin im Cilium der
Photorezeptoren und eine reduzierte Erneuerung der OS Membranen (Liu,
Udovichenko et al. 1999). Andere Lokalisationen des USH Proteinnetzwerkes sind
Photorezeptorsynapsen (Reiners, Marker et al. 2005). Harmonin stellt in diesen
Komplexen das zentrale Gerustprotein dar, wobei es im Cilium nicht zur Verfligung
steht (Reiners, Reidel et al. 2003; Reiners, van Wijk et al. 2005).

Im Bereich des Ciliums koénnte auch Myosin-7A mit anderen USH Proteinen
interagieren. Das meiste Myosin-7A der Retina befindet sich jedoch apikal im RPE,
wo es das einzige USH Protein zu sein scheint (Hasson, Heintzelman et al. 1995).
Hier ist es fur den Transport von Organellen, Phagosomen und Melanosomen,
zustandig. Sowohl Zebrafische (mariner) als auch Mause mit Myosin-7A Mutationen
(shaker-1) zeigen eine gestorte Lokalisation und Motilitdt von Melanosomen im RPE
(Liu, Ondek et al. 1998; Gibbs, Azarian et al. 2004). Die Migration von Melanosomen
hat eine wichtige Bedeutung fir die Lichtadaptation. Darlber hinaus ist die
Phagozytosefunktion des RPE, welche von essentieller Bedeutung fur die
kontinuierliche Erneuerung der OS ist, gestort (Gibbs, Kitamoto et al. 2003).
Phagosomen brauchen langer um zum basalen RPE zu gelangen, und werden

langsamer verdaut.

1.3.2 Best'sche vitelliforme Makuladystrophie

Bestrophin-1  wird vom BEST1 Gen codiert, und ist als integrales
Transmembranprotein im RPE vorhanden (Marmorstein, Marmorstein et al. 2000).
BEST1 Mutationen fihren zu vererbten Degenerationen der Retina, wie der
Best schen vitelliformen Makuladystrophie (Morbus Best, BMD) (Marquardt, Stohr et
al. 1998; Petrukhin, Koisti et al. 1998; Stohr, Marquardt et al. 1998). Aber auch
weitere sehr heterogene Gruppen von Erkrankungen wie die adulte vitelliforme

Makuladystrophie (AVMD) oder Vitreoretinochoroidopathie (ADVIRC), mit Mutationen
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im BEST1 Gen, sind bekannt (Allikmets, Seddon et al. 1999; White, Marquardt et al.
2000; Yardley, Leroy et al. 2004; Xiao, Hartzell et al. 2010). Morbus Best ist
charakterisiert durch eine extreme Variabilitat in der Ausbildung der klinischen
Symptome (Clemett 1991; Pollack, Kreuz et al. 2005; Boon, Klevering et al. 2009).
Die meisten Trager von Mutationen weisen friih einen verminderten Hellanstieg im
Elektrookulogramm (EOG) auf (Arden, Barrada et al. 1962; Deutman 1969; Brown,
Marmor et al. 2006). Der Ausbruch erster Krankheitssymptome erfolgt meist viel
spater und der Krankheitsverlauf ist nicht voraussehbar (Clemett 1991; Wabbels,
Preising et al. 2006).

Bei dieser autosomal-dominanten Erkrankung der zentralen Netzhaut, mit juvenilem
Beginn, kommt es zu eidotterartigen Lasionen und verstarkten Ablagerungen von
gelb pigmentiertem Material im subretinal und sub-RPE Raum (Frangieh, Green et
al. 1982; Weingeist, Kobrin et al. 1982; Renner, Tillack et al. 2005). Im Bereich der
Makula erfolgt die Ablosungen der neuronalen Retina, gefolgt durch das Absterben
von Photorezeptoren und dem Verlust des zentralen Sehens (Stohr, Milenkowic et al.
2005; Hartzell, Qu et al. 2008). Es sind mehr als 100 Mutationen im BEST1 Gen
bekannt. Sie kommen gehauft in bestimmten Regionen des Proteins vor, wie im
Bereich der Aminosaure 300 oder den Transmembrandoméanen 2 und 5 am N-
Terminus (Milenkovic, Rohrl et al.; White, Marquardt et al. 2000; Boon, Klevering et
al. 2009). Der cytoplasmatische C-Terminus weist hingegen die wenigsten
Mutationen auf (Abb.1.4).

outside

inside

COOH

1: 6-27

2: 82141
3:218-237
4: 293-311

mutational hot spot regions (aa-aa)

Abbildung 1.4: Model zur Membrantopology von Bestrophin-1 und relative
Lokalisation von krankheitsassoziierten Mutationen. Markierung der 4 ,Hotspot®
Regionen im Protein, die besonders viele Mutationen aufweisen (Milenkovic, Rohrl et al.
2011).
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Welche Effekte das mutante Bestrophin-1 im RPE auslost ist bisher nicht geklart, und
der Krankheitsmechanismus daher noch nicht im Detail verstanden. In
Uberexpressionsstudien in HEK 293 Zellen erreichen verschiedene Mutanten die
Plasmamembran, und zeigen defekte ClI- Leitfahigkeit (Yu, Qu et al. 2007). In einer
anderen Arbeit in polarisierten MDCK 1l Zellen zeigen mutante Bestophine
Funktionsverlust, der durch Defizite im Transport zur Zellmembran, sowie einer
reduzierten Anionenleitfahigkeit hervorgerufen wird. Wahrend wildtyp Proteine die
Membran erreichen, verbleiben Mutanten im Zytoplasma. (Milenkovic, Rohrl et al.
2011). Eine knock-in Mauslinie mit der W93C Mutation weil3t mit vermehrter
Lipofuszinakkumulation, Ablésung der Retina und Veradnderungen im LP einen
Phanotyp auf, der Leitsymptome der Erkrankung im Menschen beinhaltet (Zhang,
Stanton et al. 2010). Sie scheint somit ein interessantes Modell zur Untersuchung
des Krankheitsmechanismus darzustellen. Dabei sich in isolierten RPE Zellen keine
reduzierte CI Leitfahigkeit zeigen, vielmehr konnen hier Verédnderungen ATP

induzierter Ca** Signale beobachtet werden.

1.4. Bestrophin-1

Die Familie der Bestrophine stellt eine Gruppe hochkonservierter Proteine dar
(Milenkovic, Langmann et al. 2008). Das humane Genom beinhaltet 4 Bestrophine
(hBEST1, -2, -3, -4), in der Maus beispielsweise sind 3 und ein Pseudogen bekannt
(Tsunenari, Sun et al. 2003; Hartzell, Qu et al. 2008). Bestrophin-1 ist ein 585 As
grolRes Protein, dessen Transkripte in verschiedenen Geweben wie Gehirn,
Ruckenmark, Herz, Lunge, Leber, Niere, Darm, Muskulatur, Testis und RPE
gefunden wurde (Marquardt, Stohr et al. 1998; Petrukhin, Koisti et al. 1998; Stohr,
Marquardt et al. 2002; Kramer, Stohr et al. 2004; Park, Oh et al. 2009). Die
Proteinexpression humanem Bestrophin-1 wurde hauptséachlich basolateral im RPE
nachgewiesen (Marmorstein, Marmorstein et al. 2000; Neussert, Muller et al. 2010).
Weiterhin wurde Bestrophin-1 Protein in humanen Atemwegsepithelzellen, und
murines Bestrophin-1 in Darmepithelzellen gefunden (Barro Soria, Spitzner et al.
2009). Zur Struktur von Bestrophin-1 gibt es zwei unterschiedliche Modelle.
Tsunenari et al. beschreiben 6 hydrophobe Domé&nen im Bestrophin-1 Protein
(Tsunenari, Sun et al. 2003). Dabei stellen die Doméanen 1, 2, 4, und 6

Transmembrandoméanen (TM) dar, die Domanen 3 und 5 dagegen liegen zur
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extrazellularen Seite der Membran hingewandt bzw. in einer zytosolischen Schleife.
Das von Milenkovic et al. vorgeschlagene Modell dagegen beschreibt die Doménen
1, 2,5, 6 als TM (Milenkovic, Rivera et al. 2007). Die Domanen 3 und 4 bilden eine
intrazellulare Schleife. Bestrophin-1 stellt einen lonenkanal dar, der als Dimer
vorkommt (Stanton, Goldberg et al. 2006).

Bestrophin-1 wurde anfangs im heterologen Expressionssystem als ein Ca?'
abhangiger CI' Kanal der Zellmembran identifiziert, und in RPE Zellen seine
basolaterale Lokalisation nachgewiesen (Marmorstein, Marmorstein et al. 2000; Sun,
Tsunenari et al. 2002; Neussert, Muller et al. 2010). Uberexpressionsstudien zeigten,
dass HEK 293 Zellen, die mit dem hBestrophin-1 transfiziert wurden, grofl3e CI-
Strome aufwiesen, welche durch Erhéhung der intrazelluldaren Ca®* Konzentration
aktivierbar waren (Sun, Tsunenari et al. 2002). In Uberexpression wurde auch der
dominant negative Effekt von mutanten Bestrophin-1 beobachtet, der in
Koexpression mit dem wildtyp Protein zu reduzierten Membranstromen fuhrte (Sun,
Tsunenari et al. 2002; Marchant, Yu et al. 2007; Yu, Qu et al. 2007). Eine andere
Studie beschreibt in murinen Tracheazellen, sowohl durch siRNA mBestl knock-
down als auch durch knock-out des Gens, eine reduzierte Cl- Leitfahigkeit (Barro-
Soria, Schreiber et al. 2008).

Diese Erkenntnisse passten gut ins Bild der von Morbus Best Erkrankung, die als
Leitsymptom einen verminderten Hellanstieg (LP) im EOG besitzt . Der LP reflektiert
das Transmembranpotential der basolateralen Membran des RPE. Es besteht hier
die Hypothese, dass durch die Lichtanregung eine  light-peak Substanz,
wahrscheinlich ATP, von den Photorezeptoren freigesetzt wird, und es tber Bindung

"], kommt. Dieser Ca?* Anstieg fihrt

an RPE Rezeptoren zu einer Erhéhung der [Ca
zur Aktivierung Ca** abhangiger CI' Kanéle. Wahrend der Messung in der Lichtphase
steigt also die basolaterale CI Leitfahigkeit an, es kommt zu einer Depolarisation der
basolateralen Membran, und das transepitheliale Potential erhéht sich (Hartzell, Qu
et al. 2008). Interessanterweise scheint der Ca?* Einstrom (iber spannungsabhangige
Ca** Kanéle ein Rolle in der Aktivierung basolateraler CI” Leitfahigkeit zu spielen. Die
systemische Gabe von Dihydropyridinen (DHP) fuhrt zu Verdnderungen des
,Lichtanstiegs (LP) im DC-ERG, einem Signal das vom RPE generiert wird, in
Ratten und Mausen (Marmorstein, Wu et al. 2006). Auch im Menschen wurde

gezeigt, dass L-Typ Ca** Kandle am Lichtanstieg beteiligt sind (Constable 2011).
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Ca,1.3 -/- knock-out Mause zeigen den signifikant verkleinerten LP (Marmorstein, Wu
et al. 2006; Wu, Marmorstein et al. 2007). Danach generiert Bestrophin-1 nicht selbst
den LP, sondern reguliert die Aktivitat spannungabhangiger L-Typ Ca®* Kanale
(Marmorstein, Wu et al. 2006; Rosenthal, Bakall et al. 2006). Bestrophin-1 interagiert
mit Ca,1.3 direkt Gber Prolin reiche Domé&nen mit den SH3 Bindedoméanen in der 34
Untereinheit der Ca, Kandle (Yu, Xiao et al. 2008). Bestrophin-1 verandert dabei die
Kinetik der Strome und die spannungsabhéngige Aktivierung von L-Typ Kanélen in
elektrophysiologischen Untersuchungen (Milenkovic, Krejcova et al.; Reichhart,
Milenkovic et al. 2010).

Es gibt nur wenige Funktionsuntersuchungen endogen exprimierten Bestrophin-1
Proteins. RPE Zellen von Best-1-/- Mausen weisen dabei normale CI" Leitfahigkeit
auf, und der ,Lichtanstieg“ im DC-Elektroretinogramm, einem Signal das vom RPE
generiert wird, ist im Bestl-/- Mausmodell nicht verringert (Marmorstein, Wu et al.
2006). Weiterhin weisen Bestl-/- RPE Zellen im Vergleich zu den wildtypen einen
hoheren Anstieg der [Ca®*]y nach ATP Stimulation auf (Marmorstein, Wu et al. 2006).
In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass Bestl-/- RPE Zellen hohere basale
[Ca®*]; aufweisen, und auch die Kinetik der Ca** Freisetzung verandert ist (Neussert,
Muller et al. 2010). Weiterhin war porcines Bestrophin-1 nach differentieller
Zentrifugation in Fraktionen angereichert, wo auch andere Proteine intrazellularer
Membranen wie CLC-3 und Myosin-7A vorkamen, was Hinweise auf eine
intrazellulare Lokalisation gibt (Neussert, Muller et al. 2010). Ubereinstimmend
berichtet eine andere Arbeit von der Ko-Lokalisation Uberexprimierten Bestrophin-1
Proteins mit Stim-1, einem Protein der ER Ca®" Speicher (Barro-Soria, Aldehni et al.
2009). Dies weist auf eine Rolle von Bestrophin-1 im ER bei der Aufnahme oder
Freisetzung von Ca*" aus intrazelluldren Speichern hin. Hier konnte es als Ca?*
abhangiger CI" Kanal Gegenionen zum Ladungsausgleich fir die Aufnahme/ Abgabe

von Ca?* infaus zytosolischen Speichern transportieren.

Ubertragen auf den Krankheitsmechanismus antagonisiert Bestrophin-1 die
Entstehung des LP. Uber die Regulation spannungsabhangiger Ca** Kanale

1, und reguliert damit auch die Ca**

beeinflusst Bestrophin-1 Erhéhungen der [Ca
abhangige Aktivierung von basalen CI" Kanalen. Andererseits konnte die tber IP3
stimulierte Ca®* Freisetzung aus intrazelluléaren Speichern, als wichtiger Signalweg in

der Phagozytose beeintrachtigt sein. Durch Defizite in der Beladung von ER Ca?*
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Speichern, oder der Freisetzung von Ca** aus dem ER konnte die
Phagozytosefunktion durch mutantes Bestrophin-1 Protein defizient sein. Lipofuszin
Akkumulationen, wie sie fur Morbus Best typisch sind, kodnnen durch

Beeintrachtigungen der Phagozytosefunktion des RPE entstehen.

1.5 Ca** und Zellfunktionen des RPE

Ca?* lonen haben eine hohe Affinitat fiir Proteine, und konnen (iber
Konformationsanderungen Proteinfunktion modulieren (Carafoli 2005). Im RPE
werden Zellfunktionen wie Sekretion, transepithelialer Transport von Wasser und
lonen, Differenzierung, Genexpression und Phagozytose durch Anstiege der [Ca?"];
reguliert (Hall, Prieto et al. 2001; Hall, Obin et al. 2005; Wimmers, Karl et al. 2007;
Karl, Kroeger et al. 2008) Ca** kontrolliert diese Funktionen entweder direkt oder als
sekundarer Botenstoff in einem intrazellularen Signalweg, der durch extrazellulare
Stimuli an der Zelle aktiviert wurde (Berridge 1997; Berridge, Lipp et al. 2000;

2+]i

Berridge, Bootman et al. 2003). Kleine Verdnderungen in der [Ca”']; |0sen starke

], sehr

Variationen in der Zellfunktion aus. Die Zelle ist generell bestrebt die [Ca
gering zu halten und verfligt Gber verschiedene Mechanismen um die Konzentration
freier Ca** lonen im Zytosol zu kontrollieren (Berridge, Lipp et al. 2000). Na*/Ca*
Austauscher und Ca?*-ATPase der Zellmembran transportieren Ca* aktiv aus dem
Zytosol (Wimmers, Karl et al. 2007). Die Aufnahme von Ca*" ins ER erfolgt unter
Energieverbrauch Gber SERCA (Berridge, Bootman et al. 2003). RPE Zellen besitzen
mit 15mmol/l eine ungewdhnlich hohe Menge an Ca** (Fishman, Oberc et al. 1977;
Salceda and Riesgo-Escovar 1990; Ulshafer, Allen et al. 1990). Neben dem aktiven
Transport von Ca®* in Kompartimente wie Mitochondrien, saure Endosomen oder ER
besitzt die RPE Zelle Melanosomen, die hohe Mengen an Ca** aufnehmen konnen

(Berridge, Lipp et al. 2000; Boulton and Dayhaw-Barker 2001).

Zur Generation vielfaltiger Ca** Signale, die der Regulation unterschiedlichster
zellularer Prozesse dienen, besitzt die Zelle die Méglichkeit Ca®* aus internen
Speichern zu rekrutieren, oder tiber die Zellmembran einstrémendes Ca** zu nutzen
(Berridge 2005). Die Ca®* Freisetzung aus ER Speichern, ebenso wie aus
Melanosomen, erfolgt durch Stimulierung von IP3-Rezeptoren und Ryanodin-

Rezeptoren. Die Spezifitat der Ca®* Signale entsteht durch Unterschiede in
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Amplitude, sowie raumlicher und zeitabh&ngiger Verteilung der Signale in der Zelle.
In Abhangigkeit von der Starke der extrazellularen Stimulation kann die Amplitude
des Ca* Signals durch Offnung unterschiedlich vieler Rezeptoren des ER variieren
(Lipp and Niggli 1998). Eine geringe Stimulation durch Agonisten fiihrt zur Offnung
einiger einzelner IP; / RYR-Rezeptoren, wobei ,quarks® oder ,blips” detektiert werden
(Bootman, Niggli et al. 1997; Lipp and Bootman 1997). Starkere extrazellulare Stimuli
fihren zur Offnung kleiner Gruppen (10-20) von Rezeptoren, und es entstehen Ca**
Signale, die ,puffs“ oder ,sparks“ genannt werden (Cheng, Lederer et al. 1993).
Diese sehr starken lokale Ereignisse wandeln sich durch Ca?* induzierte Ca*
Freisetzung, die Aktivierung benachbarter Rezeptoren, in eine Ca** Welle um, die
sich global auf die Zelle erstreckt (Robb-Gaspers and Thomas 1995). RPE Zellen
sind (ber gap junctions miteinander verbunden, und so kénnen sich Ca®" Signale
zwischen den Zellen ausbreiten. Ca®* Signale treten oft als regelméaRige Oszillationen
auf, deren Frequenz die Konzentration des externen Signals wiederspiegelt (Berridge
1997).

1.6 Ca** Kanale des RPE

In RPE Zellen kommen verschiedene Typen von Ca®* Kanalen vor, die sich in die
Gruppen der spannungsabhangigen Ca?* Kandle, TRP Kanale und liganden-
aktivierten Ca?* leitenden, nicht selektiven Kationen Kanale unterteilen lassen
(Wimmers, Karl et al. 2007).

1.6.1 Spannungsabh&ngige Ca”* Kanale

Spannungsabhangige Ca?* Kanéle sind hoch spezifisch Ca?* lonen leitende Kanale,
die hauptsachlich durch Depolarisation der Zellmembran aktiviert werden (Striessnig
1999; Striessnig, Hoda et al. 2004). Die 10 Vertreter werden aufgrund ihrer
Eigenschaften in 3 Untergruppen: L-Typ- (Ca,1.1-1.4), N, P/Q, R-Typ (Ca,2.1-2.3)
und T-Typ (Ca,3.1-3.3) Kanale, unterteilt (Catterall 1998). Alle Familien zeigen den
gleichen Aufbau bestehend aus al-Untereinheit, der Kanalpore, B-Untereinheit,
modifiziert die Kanalaktivitdt, Pharmakologie und beeinflusst den Transport des

Kanals zur Membran, und zusatzlichen o235 und y Untereinheiten.
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Im RPE sind verschiedene L-Typ und T-Typ Kanéle vorhanden (Ueda and Steinberg
1993; Strauss and Wienrich 1994; Ueda and Steinberg 1995; Rosenthal and Strauss
2002; Wimmers, Coeppicus et al. 2008). Uber die Funktion von T-Typ Kanalen ist
nichts bekannt. Der Ca®* Einstrom (iber L-Typ Ca®" Kanale o1D spielt eine wichtige
Rolle in vielen physiologischen Prozessen wie Phagozytose oder Sekretion von
Wachstumsfaktoren (Rosenthal, Malek et al. 2005; Rosenthal, Heimann et al. 2007,
Karl, Kroeger et al. 2008). Die spezifische Blockade von L-Typ Kandlen fihrt zu
einem signifikant verkleinerten ,Lichtanstieg“ im Elektroretinogramm von Mausen und
Ratten, was eine Beteiligung dieser Kanale an der lichtinduzierten Antwort des RPE
zeigt (Marmorstein, Wu et al. 2006; Rosenthal, Bakall et al. 2006).
Expressionsanalysen der porenbildenden al-Untereinheiten bestéatigten das
Vorliegen der Transkripte fur Ca,1.1, 1.2, 1.3, Ca,3.1 und Ca, 3.3 durch RT-PCR in
ARPE19 Zellen und primaren humanen RPE Zellen, sowie das Vorhandensein der L-
Typ Kanalproteine Ca,1.2 und Ca,1.3 (Wimmers, Coeppicus et al. 2008). In
elektrophysiologischen Analysen von RPE Zellen verschiedener Spezies konnte
gezeigt werden, dass die einzigen funktionell aktiven Mitglieder, die der L-Typ
Familie im RPE sind (Strauss, Buss et al. 2000; Wollmann, Lenzner et al. 2006).
Vorallem Ca,1.3 Strome tragen dominierend zu den whole-cell Strémen bei (Strauss,
Mergler et al. 1997).

1.6.2 Orai-1 und SOCE

Uber Anstiege der [Ca®'] durch Speicherentleerung aktivierten Ca®" Einstrom (engl.
Store operated Ca®* entry — SOCE) werden viele zelluldre Prozesse kontrolliert, wie
beispielsweise Genexpression, Sekretion oder Phagozytose (Clapham 2007; Parekh
2010). Der Mechanismus der SOCE Aktivierung wurde kirzlich aufgeklart (Parekh
and Putney 2005). Die wichtigen molekularen Komponenten sind Proteine der STIM-
(stromal interacting molecule) und Orai Familien (Liou, Kim et al. 2005; Prakriya,
Feske et al. 2006; Vig, Beck et al. 2006; Vig, Peinelt et al. 2006; Zhang, Yeromin et
al. 2006). STIM1, ein Transmembranprotein des ER, was uber eine Ca?
Bindedomane im ER-Lumen verfiigt, kommt als Dimer vor. Die Ca*'-Sensoren
oligomerisieren nachfolgend an die ER Ca®'-Speicher Entleerung, und Stim-1
Oligomere akkumulieren nun in plasmamembrannahen Regionen. Dort interagiert

STIM-1 direkt mit Orai-1 Kanalen und aktiviert sie (Cahalan, Zhang et al. 2007,
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Parekh 2010). Die Translokation aktiviert also Orai-1, und ermdglicht einen Einstrom

von Ca** tiber die Zellmembran (Cahalan 2010).

Uber den beschriebenen Mechanismus von SOCE stehen somit die beiden Wege
zur Generierung [Ca®']i Signale in der Zelle, Freisetzung aus intrazelluldren
Speichern (ber Aktivierung von IP; Rezeptoren, und Ca?" Eintritt (iber gedffnete
Kanale der Zellmembran, miteinander in Verbindung. Im RPE zeigt bisher eine
Studie die Existenz des SOCE Mechanismus. Hier wurden die molekularen
Komponenten identifiziert, und funktionell das Vorhandensein von Orai-1 Kanalen
bewiesen (Cordeiro and Strauss 2010). In Neutrophilen und Monozyten wurde eine
Beteiligung des SOCE Mechanismus an der Generation von Ca* Signalen wahrend

der Phagozytose beschrieben (Rankin, Yocum et al. 1993; Jakus, Simon et al. 2009)

ORAI1
TCR/BCR (tetramer)

T GPCR

open

STIMA1 Activation and
clustering of ORAI1
Recruitment to

Inhibitory D. PM and puncta

—d

InsP3R Conformational change

and Oligomerization

® L * e e
Caz* dissom—

from EFh EFh-SAM
unfolding

ER stores filled ER stores depleted

Abbildung 1.6: Durch Speicherentleerung aktivierter Ca®* Einstrom (SOCE). Stim-1 sitzt
als Transmembranprotein im ER. Sein N-Terminus ragt ins ER Lumen und die EF-hand
Doméne dient als Sensor des ER Ca®* Gehalts. Der C-Terminus von Stim-1 besitzt eine CAD
Doméane (CRAC-Activated domain), die mit Orai-1 Kandalen interagiert und diese aktiviert.
Orai-1 Kanale befinden sich in der Plasmamembran, wobei sowohl C- als auch N-Terminus
ins Zytosol ragen. Beim Mechanismus der SOCE Aktivierung transloziert Stim-1 nach
Entleerung des ER in plasmamembrannahe Bereiche, und aktiviert Orai-1 Ca?" Kanéale der
Zellmembran. Diese direkte Interaktion erméglicht nun den Einstrom extrazellulatem Ca**
(Feske 2010).
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1.6.3 TRP Kanale

TRP Kanéle stellen eine groRBe Gruppe von Ca®" leitenden Kationenkanélen dar. Es
werden 6 Hauptgruppen unterschieden: TRPC (canonical), TRPV (vanilloid), TRPM
(melastatin), TRPA (ankyrin), TRPML (mucolipin), and TRPP (polycystin). TRP
Kandale sind in einer Vielzahl von Geweben exprimiert und an verschiedensten
physiologischen Prozessen beteiligt. Das Spektrum reicht von sensorischen
Funktionen wie Geschmacks- oder Schmerzempfinden, Temperaturgefthl, tber
homéstatische Funktionen wie Ca?* und Mg** Reabsorption und Osmoregulation, bis
hin zu Bewegungsfunktionen wie Muskelkontraktion und vasomotorische Kontrolle
(Nilius and Owsianik 2011). Nachdem sie Ca** Eintrittswege in die Zelle darstellen,
sind sie fur eine Vielzahl Ca?*-abhangiger Zellfunktionen wichtig (Gees, Colsoul et al.
2010).

TRP Kanale konnen durch eine Vielzahl chemischer oder physikalischer Stimuli
aktiviert werden, wie Bindung von Liganden, Temperatur, Veranderungen in
Osmolaritat oder Zellvolumen, mechanische Reize oder Spannung (Nilius, Owsianik
et al. 2007). TRPC und TRPM sind involviert in intrazellulare Signalkaskaden,
nachdem sie durch G Protein Untereinheiten, Metabolite aus Signalkaskaden oder
durch Entleerung der zytosolischen Ca®* Speicher aktiviert werden (Wimmers, Karl et
al. 2007). TRPV und TRPA werden durch hohe Temperaturen oder pH aktiviert.
TRPML ist eine Familie, die in intrazellularen Organellen vorkommt. Der molekulare
Aufbau erinnert an spannungsabhangige ca®' Kanéle mit 6
Transmembransegmenten (S1-S6), intrazellularen N-, C-Termini und einer
intrazellularen porenformenden Schleife zwischen S5 und S6. Die Lange der
zytosolischen Enden variiert stark zwischen den einzelnen Unterfamilien, genau wie

deren strukturelle und funktionelle Domé&nen (Nilius and Owsianik 2011).

Im RPE wurde die Expression von Mitgliedern der TRPC Familie, TRPC1, 4 , 7,
beschrieben, die zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials und zum basalen
Ca®" Eintritt in die Zelle beitragen (Wimmers and Strauss 2007). Weiterhin wurden
die Hitze-induzierbaren Kandle TRPV 1, 2, 3, 4 in frisch isolierten humanen RPE
Zellen und in der ARPE19 Zelllinie identifiziert, wobei hier wohl vor allem TRPV2
Aktivierung in einer dominierenden Rolle zur Sekretion des Wachstumsfaktors
VEGF-A beitragt (Cordeiro, Seyler et al. 2010).

31



Einleitung

1.6.4 ATP Rezeptoren

ATP Rezeptoren werden in zwei Gruppen unterteilt. P2X stellen liganden-aktivierte
lonenkanale dar, die sowohl Na* als auch Ca** lonen leiten kénnen, wogegen P2Y
Rezeptoren G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind, die eine intrazellulare
Signalkaskade mit nachfolgender Erhohung der [Ca®']; aktivieren (North 2002;
Burnstock 2004; Wimmers, Karl et al. 2007). ATP abhéngige Signalwege spielen
eine Rolle in der Regulation des transepithelialen lonen- und Wassertransports,
sowie in der Phagozytose der RPE Zellen (Peterson, Meggyesy et al. 1997; Reigada,
Lu et al. 2005; Reigada and Mitchell 2005). Das RPE ist selbst in der Lage nach
Stimulation mit bFGF oder durch volumenregulierende Reize, ATP zu sezernieren
(Mitchell 2001; Reigada, Lu et al. 2005; Reigada and Mitchell 2005). Das vom RPE
sezernierte ATP kann als autokriner Botenstoff an P2Y oder P2X Rezeptoren binden
(Mitchell 2001; Reigada, Lu et al. 2005; Reigada and Mitchell 2005).

1.7 K" Kanéale des RPE

Eine wichtige Aufgabe des RPE besteht darin, eine konstante lonenkomposition im
Subretinalraum sicherzustellen, und damit die lichtinduzierten Veranderungen der K*
Konzentration zu kompensieren. Somit kommen eine Vielzahl verschiedener K*
Kanale in den Zellen vor. Diese lassen sich in einwarts rektifizierende K* Kanale
(Kir), spannungsabhangige K* Kanale, Ca®" -aktivierte K* Kanale und Zwei-Poren K*

Kanale unterteilen (Wimmers, Karl et al. 2007).

1.7.1 BK Kanale

Die Gruppe der BK Kanale sind spannungs- und Ca’®" aktivierbare K* Kanale mit
einer sehr grof3en Einzelkanal-Leitfahigkeit von 200 -300 pS (Wei, Gutman et al.
2005). Der Kanal besteht aus einem Tetramer von a-Untereinheiten (BKa), wobei
diese Polypeptide von 125-140 kDa durch ein einziges Gen codiert werden, von dem
eine hohe Anzahl an splice-Varianten bekannt ist. Die zelltypspezifische Expression
der zusatzlichen B-Untereinheiten (31-84) kann zu funktionellen Diversitaten fuhren,
indem sie Offnung, Pharmakologie und Wanderung der BKo zur Membran
beeinflusst (Ghatta, Nimmagadda et al. 2006; Berkefeld, Fakler et al. 2010).
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BK Kanéle sind in einem breiten Spektrum von neuronalen und nichtneuronalen
Geweben exprimiert. In der Vertebraten Retina sind sie in Photorezeptoren, Bipolar-,
Amakrinen-, Ganglion Zellen und dem RPE zu finden (Sakaba, Ishikane et al. 1997;
Pelucchi, Grimaldi et al. 2008; Grimes, Li et al. 2009; Berkefeld, Fakler et al. 2010).
In zentralen Neuronen und RPE Zellen werden die zur BK Aktivierung bendtigten
Ca?" lonen von Ca, Kanélen zur Verfiigung gestellt (Wimmers, Halsband et al. 2008).

"], werden nur in unmittelbarer Nahe zur

Die hohen Konzentrationen von >10uM [Ca
Ca?" Quelle erreicht, was eine enge Kolokalisation von BKo und Ca, Kanilen
erfordert . BK and Ca, bilden makromolekulare Komplexe mit einer ~10nm Distanz
beider Poren. Nach dieser Hypothese ist ein BK Kanal von mehreren einzelnen L-
Typ Kanélen umgeben. Es besteht eine direkte Interaktion zwischen beiden Kanélen
(Berkefeld, Fakler et al. 2010). Je nach Interaktionspartner kann BK entweder einen
Ruckkopplungsinhibitor fir den Anstieg der [Ca®']; in Interaktion mit L-Typ Kanalen
darstellen (Feletou 2009). In der Interaktion mit TRP Kandlen dagegen fihrt die BK
Aktivitat zu einer positiven Riickkopplung, und erhéht die Triebkraft fir einen Ca®*
Einstrom. BK Kanéle sind in eine ganze Reihe von physiologischen Prozessen
involviert. Im RPE spielen sie eine Rolle in der Volumenregulation der Zellen. So
fuhrte hypoosmotischer Stress zu einem Anstieg der BK Strome (Sheu, Wu et al.

2004).
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1.8 Zielsetzung

Zapfen und Stabchen regenerieren taglich ihre Auf3ensegmente, wobei die altesten

distalen Enden durch das benachbarte RPE phagozytiert werden. Stérungen dieser

Interaktion werden in vererbten retinalen Erkrankungen und der altersbedingten

Makuladegeneration beobachtet.

Die Phagozytose ist ein Ca** abhangiger Prozess. Nachdem sehr wenig tber fiir die

Phagozytosefunktion relevanten Ca®" Signalwege im RPE bekannt ist, besteht das

Thema der vorliegenden Arbeit darin, die Rolle von lonenkanélen in der Regulation

des Prozesses zu untersuchen. Dazu ist die Arbeit in zwei Teile gegliedert:

Im Zellkultursystem primarer porciner RPE Zellen wird in vitro der
regulatorische Einfluss  verschiedenener  lonenkandlen auf die
Phagozytosefunktion der Zellen, unter Verwendung pharmakologischer
lonenkanalmodulatoren und siRNA knock-down, getestet.

Im Tiermodell von BK-/- und Ca,1.3-/- defizienten Mausen wird in vivo der
Einfluss zweier Kandidaten auf den zirkadian regulierten Prozess der

Phagozytose in retinalen Gewebeschnitten untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von SIGMA-

ALDRICH (Taufkirchen) bezogen. Kunststoffverbrauchsartikel wurden von Corning,

bzw. Zellkulturplatten und Zellfilter von Costar (Corning Incorporated, USA), bestellt.

Antikorper

Anti-Ca,1.3

rb, polyklonal, ACC-005, Alomone Labs, Israel

Anti-BK (674-1115)

rb, polyklonal, AG Prof.
(Sausbier, et al. 2006)

P. Ruth, Uni Tubingen

Anti-B-Catenin

ms, monoklonal, 610153, BD

Anti-Bestrophin

ms, monoklonal, ab2182, Abcam, Cambridge, UK

Anti-B-Actin

ms, monoklonal, ab6276, Abcam, Cambridge, UK

Anti-Orai-1

rb, polyklonal, Alomone Labs, Israel

Anti-Rhodopsin

ms, monoklonal 1D4, Molday (Molday, et al. 1983)

Ziege-anti-Maus 1gG, Alexa
Fluor 546

Molecular Probes, Invitrogen

Ziege-anti-Kaninchen,
Alexa Fluor 488

Molecular Probes, Invitrogen

anti-Kaninchen oder anti-
Maus IgG HRP-gekoppelt

NEB, Frankfurt

Tab. 2.1: Antikorper

2.2 Verwendete Gerate

Gerat Hersteller/ Modell
Allgemein
Waage BP 1200, Satorius
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pH. Meter Mettler Toledo
Photometer Nanodrop 2000, Thermo Scientific
Pipetten Reference, Eppendorf AG

Mikroplatereader

Varioskan Flash, Thermo Scientific

Zentrifuge Megafugel.0, Heraeus
Zentrifuge Minispin, Eppendorf
Zentrifuge Mikro 220 R, Hettich

Ultrazentrifuge

Beckman XL80 Ultrazentrifuge

Mikroskop Olympus CK2
Fluoreszenzmikroskop, Observer.Z1, Zeiss, VisiChrome
Mikroskop polychromatic illumination system, Visitron Systems,
Software MetaMorph
Mikrosko Konfokales Laser Scanning Mikroskop, Observer Z1;
P LSM 710; Carl Zeiss, Software ZEN 2008
Zellkultur

Praparationsmikroskop

Carl Zeiss Universal S3

Inkubator

Hera cell 150 (Thermo scientific)

Sterile Werkbank

Hera Safe (Thermo scientific)

Histologie

Inkubator

Memmert, Labor Center

Gewebeeinbettautomat

Hypercenter XP, Shandon

Kuhlplatte

EG1150, Leica

Microtom

Jung RM 2055, Leica

Molekularbiologie

Thermocycler

Opticon Eclipse Realtime Cycler,MJ Research, USA

Geldokumentationssystem

Fluorchem FC2, Alpha Innotech

Tab. 2.2: Gerate
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2.3 Mauslinien

Fur die Versuche wurden aus der Arbeitsgruppe von Prof. Peter Ruth
(Pharmazeutisches Institut, Universitat Tubingen) BK Kanal defiziente Mause (BK-/-)
und wildtyp Mause (BK+/+) (Sausbier, Hu et al. 2004) mit einem SV129/C57BL6
Hintergrund zur Verfigung gestellt, und Nachkommen eines Wurfes fur die

Experimente benutzt.

Aus der Arbeitsgruppe von Prof. Jorg Striessnig (Institut fir Pharmazie, Universitéat
Innsbruck) wurden Ca,1.3 +/+ wildtyp und Ca,1.3-/- knock-out Mause, die flr
mindesten 5 Generationen auf einen C57BL/6N Hintergrund riickgekreuzt waren, zur

Verfuigung gestellt (Platzer, Engel et al. 2000).

Eine in der Arbeitsgruppe von Alan D. Marmorstein (Optical SciencesCenter,
University of Arizona, USA) generierte Bestl-/- Maus mit C57BL/6 Hintergrund wurde
durch die Gruppe von Prof. Kunzelmann (Universitdt Regensburg) zur Verfiigung

gestellt (Marmorstein, Wu et al. 2006).

Die Versuchstiere wurden im Tierstall in einem Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 h
gehalten. Im enstsprechenden Alter wurden Tier mit CO, getétet. Sofort nach Eintritt

des Todes wurden die Augen der Tiere enukleiert.

2.4 Zellkultur

2.4.1 Gewinnung und Kultur primarer muriner RPE Zellen

Die Schweineaugen (5-7h nach Schlachtung) wurden entlang der Ora serrata
geodffnet, und der Glaskorper entfernt. Die Augenbecher wurden mit vorgewarmten
PBS-EDTA (1mM) fur ca. 1 Stunde bei RT inkubiert, bis sich die Retina abléste und
leicht entfernen lie3. Danach erfolgte nochmals eine 30 minttige Inkubation der
Augenbecher mit PBS-EDTA, die von einer Inkubation in Enzymlésung PBS-EDTA
mit L-Cys (260 mM), BSA (100mg/ml) und Papain (1pl/ml, Worthington) fir 23 min
bei 37°C gefolgt wurde. Die RPE Zellen wurden durch mehrmaliges kréaftiges Spulen
der Augenbecher und Auf- und Abpipettieren mit Kulturmedium (500 ml Hams F12/
DMEM (mit Glutamin) (PAA: E15-813), 10 % FKS (PAA), 1 % Pen-Strep. (PAA: P11-
010), 250 pl Insulin/Transferrin, 5 ml nicht-essentielle Aminosauren, 2,5 ml 1 M
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HEPES geerntet, und die Papainaktivitat gestoppt. Nach einem Waschschritt wurden
jeweils die aus 1,5 Augen gewonnen Zellen in 100pul frischem Medium in einer 12-
Well Zellkulturplatte ausgesaht. Am nachsten Tag wurde 1ml Kulturmedium
zugegeben. Die Zellen wuchsen fur 1-2 Wochen bis zum Experiment bei 37°C und
5%CO,.

2.4.2 Gewinnung und Kultur primérer porciner RPE Zellen

Die frischen Schweineaugen wurden entlang der Ora serrata geoffnet, und der
Glaskodrper entfernt. Die Augenbecher wurden mit vorgewarmten PBS-EDTA (1mM)
fur ca. 1 Stunde bei RT inkubiert, bis sich die Retina abl6éste und leicht entfernen liel3.
Danach erfolgte nochmals eine 30 minitige Inkubation der Augenbecher mit PBS-
EDTA, die von einer Inkubation in Enzymlésung PBS-EDTA mit L-Cys (260 mM),
BSA (100mg/ml) und Papain (1pl/ml, Worthington) fir 23 min bei 37°C. Die RPE
Zellen wurden durch mehrmaliges kraftiges Spulen der Augenbecher und Auf- und
Abpipettieren mit Kulturmedium (500 ml MEM a modif. (Sigma M-4526), 10% FKS
Gold (PAA), 5 ml glut-pen-strep. (Sigma G-1146), 5 ml N1-Supplement (Sigma N-
6530), 5 ml nichtessentielle Aminosauren, THT (Hydrocortisone (20ug/L), Taurine
(250 mg/L), and Triiodo-thyronin (0.013 pg/L) abgeltst. Nach einem Waschschritt
(3min, 800g) wurden die gewonnen Zellen in einer Dichte von 1-1,2 x 10° Zellen/ml in
50ul Medium pro Loch einer 96-Well-Platte ausgesaht. Am nachsten Tag wurden pro
Well der Zellkulturplatten noch weitere 50ul Medium (5% FKS) aufgefullt und bis zum

Experiment unter diesen Bedingungen und 37°C and 5%CO; kultiviert,

2.5 sIRNA Transfektion der primaren porcinen RPE

Zellen

25-Nukleotid siRNA Molekile wurden von Invitrogen (Paisley, UK) synthetisiert.
Sowohl unspezifische Kontroll siRNA als auch spezifische siRNA waren mit Alexa
488 gekoppelt, was eine Kontrolle der Transfektion erméglichte. Im letzten Schritt der
Zellisolierung wurden die Zellen in einer Mischung aus normalem Kulturmedium
(50%) wund Optimem | Medium (GIBCO) (50%) resuspendiert, was das
Transfektionsreagenz (Lipofectamin, Invitrogen, 6pl ad 300ul Medium) und siRNA
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(9ul, 20uM) enthielt, und so ausplattiert. Orai-1 siRNA und Bestrophin-1 siRNA

wurden je als Mischung von 3 verschiedenen RNAIi Molekilen verwendet (Tab.2.3).

Am nachsten Tag wurde Medium (5% FKS) aufgefuillt.

Gene siRNA sequence Position
BEST1 Sens e: CCACACAACUCAUUCUGGAUGCCCU 72
Antisense: AGGGCAUCCAGAAUGAGUUGUGUGG
Sense: CCCUCUUCACGUUCCUGCAGUUCUU 364
Antisense: AAGAACUGCAGGAACGUGAAGAGGG
Sense: CCCAUGGAGCGAGAUAUGUACUGGA 534
Antisense: UCCAGUACAUAUCUCGCUCCAUGGG
ORAI1 Sense: CGGUGAGCAAUGUGCACAACCUCAA 470
Antisense: UUGAGGUUGUGCACAUUGCUCACCG
Sense: CCUUUGGCCUGAUCUUUAUCGUCUU 764
Antisense: AAGACGAUAAAGAUCAGGCCAAAGG
Sense: GGGCACUUCAGAGCUUUGGCCUUAA 950
Antisense: UUAAGGCCAAAGCUCUGAAGUGCCC

Tab. 2.3: RNAI Molekule. Sequenzen der verwendeten siRNA Molekile zum knock-

down von Bestrophin-1 und Orai-1.

2.6 Isolierung von Photorezeptoraul3ensegmenten (OS)

Porcine retinale Photorezeptoraul3ensegmente (OS) wurden mittels Homogenisation

und anschlieRender Dichtegradientenultrazentrifugation isoliert. Die Analyse durch

Lichtmikroskopie und Western Blot dienten der Identifikation der erfolgreichen OS

Isolierung.
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2.6.1 Praparation der Retinae

Retinae wurden aus frischen Schweineaugen entnommen. Die Bulbi wurden vom
Muskelgewebe entfernt. Mit einem Skalpell wurde im korneoskleralen Ubergang ein
Schnitt gesetzt und von dort aus mit einer gebogenen Augenschere zirkular
unterhalb der Ora serrata umschnitten. Die Kornea mitsamt Ziliarkbrper wurde
verworfen. Die Retina wurde mit einer Pinzette unterhalb der Papille aufgenommen
und mittels einer Schere abgetrennt. Die weitere Lagerung erfolte bei -80°C. 80
Retinae entsprachen ungefahr 20 m,| und wurden fir einen Durchlauf des

Isolierungverfahrens verwendet. Die Retinae wurden langsam bei 25 °C aufgetaut.

2.6.2 Homogenisation und Dichtegradientenultrazentrifugation

Die Retinae wurden mit 2ml der 20%igen Sucroselésung versetzt und in einer
Zellkulturschale 1min auf einem Schuttler vorsichtig bewegt. Auf diese Weise werden
die OS mechanisch am Innensegment des Photorezeptors abgetrennt. Danach
erfolgte eine grobe Filtration Uber eine sterile Kompresse, grole Gewebestlicke
wurden somit entfernt. Eine Tablette Roche Completeww zur Proteaseinhibition wurde
in 1 ml PBS geldst und 100pul pro Zentrifugenréhrchen zu den Retinae hinzugegeben,

um unspezifischen Proteinverdau zu limitieren.

In 4 Ultrazentrifugenréhrchen (Beckman Polyallomer, 38,6 ml Fassungsvermdgen)
wurde ein kontinuierlicher Sucrosedichtegradient aus 20% und 60%
Sucrosegradientenlésung (130mM NaCl, 20mM Tris, 10mM Glucose, 5mM Taurin,
2mM MgCl,, 20% bzw. 60% (w/v) Sucrose, pH 7,2, sterilfiltriert) je 16ml erstellt. Dazu
wurde ein Gradientenmischer verwendet. Vom Homogenat wurden vorsichtig 5 ml
auf jeden Gradienten pipettiert. In einer Beckman XL80 Ultrazentrifuge (Beckman fir
Rotor SW31 Ti) wurde fir 45 min bei 25 700 rpm (141°371 g) zentrifugiert. Es wurde
keine Bremsfunktion verwendet. Nach der Zentrifugation fanden sich mehrere weile
Banden im Zentrifugenréhrchen. Die obere Bande enthalt OS, und wurde durch
seitliches Anstechen des Rohrchens mittels einer feinen Kanile, und abziehen der

Bande in eine 2 ml Spritze aufgenommen.

In einem weiteren Waschschritt wurde das Filtrat 1:5 mit einem 0.02 M Tris-Puffer,
pH 7.2 verdunnt. Aufgeteilt auf 6 Zentrifugenréhrchen (Beckman Polyallomer, 13,5 ml

Fassungsvermogen) wurde die OS in der Beckman XL80 Ultrazentrifuge (Rotor
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SW40 Ti) bei 8 550 rpm (137000 g) fur 10 min, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das OS Pellet in 25 ml OS Einfrierldsung (2,5% Sucrose,
100mM NaCl, 10mM Phosphatpuffer Na;HPO./ NaH,PO, pH 7,2, sterilfiltriert)
resuspendiert. Lichtmikroskopisch wurde in einer Neubauer Zahlkammer die
Konzentration an OS ermittelt. Portionen von 100 — 300ul der OS Suspension

wurden bis zum Experiment bei -80 °C gelagert.
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Abbildung 2.1: Praparation von OS. A Sucrosegradient zur Aufreinigung von OS nach
Beendigung der Zentrifugation. Die mit OS gekennzeichnete Bande enhélt die OS. B
Western Blot zur Identifikation von Rhodopsin in der aufgereinigten OS Fraktion. Der primare
anti-Rhodopsin Antikdrper erkennt Monomere, Dimere und Trimere des Rhodopsinproteins.
C Lichtmikroskopische Aufnahme der aufgereinigten OS.
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2.7 Messung der Phagozytose porciner RPE Zellen

2.7.1 Fluoreszenzmarkierung der OS

Die bendttigte Menge der bei -80°C gelagerten OS wurde aufgetaut und pelletiert
(107000 g, 3min, 4°C). Fiir die Farbung von 1x10® OS wurden diese in 300 pl eines
0,2M Bicarbonatpuffers (pH 8,3) resuspendiert. 15ul des Fluoreszenzfarbstoffes
TAMRA (10mg/ml in DMSO, Invitrogen) wurden unter vortexen zugegeben, und der
Ansatz auf dem Schittler (Eppendorf) inkubiert (1 Stunde, 4°C, lichtgeschitzt).
AnschlieRend erfolgten 3 Waschschritte mit Bicarbonatpuffer (10°000 g, 5min, 4°C).

Nun wurden die OS in Kulturmedium der porcinen RPE Zellen aufgenommen.

2.7.2 Phagozytose in vitro Assay

5x10° OS wurden in 100pl Medium pro Well einer 96-Well-Platte, die sich fiir
Fluoreszenzmessungen eignet, eingesetzt. Direkt vor Zugabe der OS zu den RPE
Zellen wurden entsprechende Mengen an Pharmaka zugegeben ((-)-BayK 8644, (+)-
BayK 8644, Paxillin, Ruthenium Rot, 2-APB (Tocris)). Nach Ablauf der
entsprechenden Inkubationszeit im Brutschrank erfolgten 5 stringente Waschschritte
mit Ringerlésung (130mM NaCl, 2mM MgCl,, 2mM CacCl,, 10mM HEPES, 5mM
Glucose, 5mM KCI, pH 7,2) unter Schitteln. Die Menge an phagozytierten OS
konnten nun im Microplatereader anhand der gemessenen Fluoreszenz bei einer

Extinktion von 555 nm und einer Emission von 580 + 12 nm ermittelt werden.

2.8 Subzellulare Fraktionierung

Mit Hilfe von differentieller Zentrifugation wurde eine subzellulare Fraktionierung von
RPE Zellen frischer porciner Augen durchgefihrt. Wie unten schematisch dargestellt,
wurden in mehreren Zentrifugationsschritten Membranfraktionen und subzellulare

Fraktionen aus RPE Zellen gewonnen (Devuyst, Christie et al. 1999).

Dazu wurden im ersten Schritt RPE Zellen mit einem Douncer in kaltem Puffer (300
mM Saccharose, 25 mM HEPES, pH 7.0 mit 1M Tris, Proteaseinhibitor Roche
complete) homogenisiert. Das RPE Homogenate wurde zentrifugiert bei 2000 g, 3

min, 4°C. Das entstandene Pellet beinhaltet unlysierte Zellen sowie Zellkerne, und
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wurde verworfen. Der entstandene Uberstand wurde erneut zentrifugiert (19 000g,
20min, 4°C). Das initiale Pellet wurde resuspendiert, eine 1,12 M Saccharose Lésung
damit Uberschichtet und es folgte der nachste Zentrifugationsschritt (100 000g,
60min, 4°C). Das entstandene Pellet beinhaltete Zellkerne und Mitochondrien. Die
Interphase wurde weiter zentrifugiert, um schlie3lich die Plasmamembranfraktion zu
erhalten (PM) (40 000g, 20min, 4°C).

Zwei weitere subzellulare Fraktionen wurden durch Zentrifugation des initialen
Uberstandes gesammelt: ein Low-speed pellet (LSP) (41 000g, 20min, 4°C) mit dem
dazugehorigen Ubestand, und ein high-speed pellet (HSP) (160 000g, 75min, 4°C)
aus dem low-speed supernatant (LSS) mit dem dazugehorigen Uberstand (HSS). Die
Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Bradford protein assay bestimmt, ein BSA
Standard wurde verwendet. Alle Proteinldsungen wurden bei -80°C gelagert.

2.9 Western Blot

Proteinextrakte von RPE Zellen wurden durch Gelelektrophorese auf einem 10%
SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF Membran transferiert. Nach Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen der Membran durch 1 stiindige Inkubation in 5%igen
Magermilch-PBS (0.05% Tween 20) bei RT erfolgte die Inkubation mit den primaren
Antikdrpern anti-Bestrophin-1(1:3000), anti-Orai-1 (1:300), anti-B-Aktin (1:5000) und
anti-Rhodopsin (1:1000) verdunnt in PBS/Tween und 0.05% Magermilch G.N. bei
4°C. Nach mehreren Waschschritten (3x 10min) mit PBS/Tween (0.05% Tween 20)
wurde die Membran fur 1 Stunde mit einem enzymgekoppelten (HRP) sekundaren
Antikorper anti-rb oder anti-ms IgG (1:5000) inkubiert. Nach mehreren
Waschschritten (3x 10min) erfolgte die Farbung der Membran mit dem
entsprechenden Substrat durch ein Chemilumineszenzsignal (ECL; Amersham

Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany).

2.10 RealTime PCR

RPE Zellen wurden geerntet und lysiert. Die Gesamt RNA der RPE Zellen wurde
isoliert unter Verwendung des NucleoSpin RNAII kit (Macherey-Nagel GmbH, Diren,

Deutschland). Die RNA (1ug) wurde revers transkribiert in cDNA unter Verwendung
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des |-Script cDNA Synthese Kit (BioRad, Mdunchen, Deutschland). Zur
Quantifizierung wurde der SYBRgreen basierte 2x SSO Fast EvaGreen Kit (BioRad)
genutzt. Quantitative-PCR Experimente wurden durchgefiihrt unter Verwendung
eines MJ Research Opticon Eclipse Real-Time Cyclers (BioRad). Die PCR
Reaktionen wurden im 20ul Reaktionensvolumen mit 5ul 1:5 verdinnter cDNA in 45
Zyklen (30 s 94°C, 30 s 59°C, 30 s 72°C), und 1.5 pmol vorwarts und rickwérts
Primer spezifisch fur verschiedene im RPE exprimierte P2Y Rezeptoren (Tabelle 2.4)
durchgefiihrt. Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgefiihrt. B-Aktin wurde als

Housekeeper zur Normalisierung benutzt.

Primer Sequenz
mP2Y1 F: TGGCGTGGTGTACCCTCTCAAGTC
R: ACCGTGCTCGCAAATTCATCGTT
mP2Y2 F:ACCAGCGTGCGGGGAACC
R: GCATCTCGGGCAAAGCGGACAAGT
mP2v4 F: TGCCTCGTGCCCAACCTCTTCTTT
R: CAGTTGTTCGGCGCTTAGGTGTGC
mP2Y6 F: CCTGGCACTGGCGGACCTGAT
R: GGCGGGCCATACTGG

Tab. 2.4: Oligonukleotide. Die Sequenz der verwendeten Oligonukleotide in 5-
3 Orientierung sind angegeben.

2.11 Messung des transepithelialen Widerstandes

Der transepitheliale elektrische Widerstand (TER) porciner RPE Zellen wurde mit
einem Evom? Epithelialen Voltohmmeter (World Precision Instruments, Sarasota,
USA) gemessen. Die Zellen wurden auf Transwell Filtern (0.4 mm Porengrél3e) mit
Polyester Membranen und einem Insertdurchmesser von 12 mm und einer Flache
von 1 cm? kultiviert. Porcine RPE Zellen wurden in einer Dichte von 10° Zellen pro ml
ausgesaht, und das ca. 10 tdgige Wachstum bis zum Erreichen eines konfluenten
Zellmonolayers mit stabilem TER verfolgt. Wechsel des Kulturmediums erfolgte alle 2
Tage. Der TER wurde berechnet unter Abzug des Hintergrund-Widerstandwertes

eines leeren Filters in Medium von 120 Q cm?.
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2.12 Paraffinschnitte

2.12.1 Gewebefixierung und -bearbeitung

Bei Paraffinschnitten werden die Préparate nach Fixierung und Entwasserung in
flissiges Paraffin eingebettet. Die entnommenen Augen wurden zur Fixierung des
Gewebes fur mehrere Stunden in Paraformaldehydlésung 4% inkubiert. Danach
wurden die Praparate in einen automatischen Entwasserungsapparat gegeben. Hier
wurden Uber Nacht folgende Schritte durchgefuhrt: 1 h Ethanol 70%, 1 h Ethanol
96%, 1 h Ethanol 96%, 1 h Ethanol 96%, 1 h Ethanol 100%, 1 h Ethanol 100%, 1 h
Ethanol 100%, 3 x 1 h Chloroform, 2 h Paraffin 55°C, 3 h Paraffin 55°C. Danach
wurden die Praparate mit 55 °C warmem Paraffin zu Blocken eingebettet und bei
Raumtemperatur gelagert. Am Rotationsmikrotom wurden 8um dicke Schnitte

angefertigt.

2.12.2 Vorbereitung fur die Farbung

Die Paraffinschnitte wurden zur Vorbereitung fur die Farbung 15min bei 65°C im
Warmeschrank abgeschmolzen, um eine vollstandige Trocknung und bessere
Haftung am Objekttrager zu gewahrleisten. Danach erfolgte die Entfernung des
Einbettmediums mit Hilfe von Xylol. Bei der Entparaffinisierung wurden die Schnitte
fur je 10min in 2zwei aufeinanderfolgende Xylolbdder gegeben. Bei der
anschlieBenden Rehydrierung des Gewebes wurden die Schnitte fir jeweils 10min in
einer absteigenden Ethanolkonzentrationsreihe (absoluter Ethanol 2x, 96%, 90%,

80%, 70%) inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Spulung mit Aqua dest. fur 5min.

2.12.3 Immunohistologische Farbungen

Die Paraffinschnitte wurden fir 10 min mit dem Waschpuffer PBS/Tween gespult und
anschlieBend 30 min mit einer Blockierlésung (0.5 % Triton x 100, 10 % Ziegen
Serum, 1 x PBS pH 7.4, Aqua dest.) zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen
inkubiert. Der Gewebeschnitt wurde nun mit der Primé&rantikorperlésung anti-
Rhodopsin (1:100) in (0.1 % Triton x 100, 2 % Ziegen Serum, 1 x PBS pH 7.4 Aqua
dest.) U.N. bei 4°C inkubiert. Nach drei Waschschritten je 10 min mit Waschpuffer
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wurde flir 45 min mit dem sekundaren Antikoérper inkubiert, welcher Uber ein
Fluoreszenzsignal verfigt. Zur Farbung der Zellkerne wurde DAPI beigegeben. Nach
dreimaliger Spulung mit Waschpuffer wurde der Gewebeschnitt nun mit einem
Tropfen Eindeckmittel (Fluorescence Mounting Medium, DAKO) eingedeckt. Bis auf
die Inkubation mit dem Primarantikdrper erfolgten alle Schritte bei RT. Die Inkubation

erfolgte in einer feuchten Kammer um die Austrocknung der Schnitte zu verhindern.

2.12.4 Immunozytochemische Farbungen

Porcine RPE Zellen, auf Transwell polycarbonate Filtern, oder auf Deckglaschen
wurden mit PBS gewaschen, und sofort mit 4% Paraformaldehyd fir 5 Minuten bei
RT fixiert. Danach erfolgten drei Waschschritte mit PBS/Tween. Nach 30 minutiger
Inkubation mit der Blockierlésung (0.5 % Triton x 100, 10 % Goat Serum, 1 x PBS pH
7.4, Aqua dest.) wurde die Primarantikdrperlésung anti-BK (1:50), anti-Ca,1.3
(1:100), anti-B-Catenin (1:100) in (0.1 % Triton x 100, 2 % Goat serum, 1 x PBS pH
7.4 Aqua dest.) zugegeben U.N. bei 4°C inkubiert. Nach drei Waschschritten a 10min
mit Waschpuffer wurde fur 45min mit dem sekundaren, mit einem Fluoreszenzsignal
gekoppelten Antikdrper inkubiert. Zur Farbung der Zellkerne wurde DAPI
beigegeben. Nach dreimaliger Spulung mit Waschpuffer wurde der Gewebeschnitt
nun mit einem Tropfen Eindeckmittel eingedeckt. Bis auf die Inkubation mit dem
Primarantikdrper erfolgten alle Schritte bei RT. Die Inkubation erfolgte in einer

feuchten Kammer um die Austrocknung der Schnitte zu verhindern.

2.13 Statistische Analyse

Die Daten wurden gezeigt als Mittelwerte + SEM. Statistische Signifikanzen wurden
berechnet unter Verwendung vom Student's t Test mit p Werten [*p< 0.05
(signifikant); **p< 0.01 (hoch signifikant) und ***p< 0.001 (extrem hoch signifikant)].
Berechnungen wurden in Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, Minchen)

durchgefuhrt.

Die in-vitro Phagozytose Experimente wurden in 96-Loch Zellkulturplatten
durchgefiihrt. Dabei wurde jeder Versuchsansatz in 5 — 8fachen Replikaten

ausgefihrt und in mindestens 3 unabhangigen Experimenten wiederholt. Angegeben
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ist die Zahl der ausgewerteten Zellkulturplattenlécher (z.B. n=24) aus 3
Wiederholungen. Die Auswertung der Daten erfolgte im Bezug auf 100%, welches

der Phagozytose der Zellen unter Kontrollbedingungen entspricht.

Bei Untersuchungen zur Phagozytose in vivo in den Mausmodellen wurden pro
Genotyp und Zeitpunkt Daten von 5 Mause erhoben. Von den Paraffinpraparaten
wurden sowohl zentrale als auch periphere Retinaschnitte angefertigt, und pro Auge
6 immunohistochemisch gefarbt. Dabei wurden pro Schnitt in 3-5 Abschnitten a

100um die Anzahl der Phagosomen ausgewertet.

Western Blot Experimente zum Nachweis des Protein knock-downs von Bestrophin-1
und Orai-1 wurden von 3 unabhéngigen Transfektionen durchgefuhrt. Ebenso
wurden die Western Blot Experimente zur Untersuchung des Rhodopsingehalts in

Augen 3fach wiederholt.
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3. Ergebnisse

3.1 Phagozytose porciner RPE Zellen in vitro

3.1.1 Etablierung eines Zellkultursystems zur Messung der

Phagozytose, Validierung der Methode

Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE) weisen eine rezeptorvermittelte
Phagozytose, spezifisch fir AuBensegmente von Photorezeptoren (OS), auf. Zu ihrer
Untersuchung wurde ein in vitro Modellsystem etabliert, welches pharmakologische
Blockierung der lonenkanalaktivitat oder sSiRNA basierten knock-down von Proteinen
ermoglicht. Zur Etablierung des in vitro Phagozytoseassays in porcinen RPE Zellen
wurde in einer ersten Versuchsreihe die fur diese Experimente optimale Menge an
eingesetzten OS ermittelt. Dazu wurden die RPE Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von OS inkubiert. Nach Beendigung der 4 stiindigen Inkubationszeit
zeigte sich hierbei mit Einsatz von zunehmender OS Menge ein Anstieg der

detektierbaren Fluoreszenzintensitat pro Well.

Abbildung 3.1 In  vitro Phagozytose @ Messung fluoreszenzmarkierter
PhotorezeptorauRensegmente (0S) durch primére porcine retinale
Pigmentepithelzellen. A Lichtmikroskopische Aufnahme 48h kurzzeitkultivierter RPE Zellen.
B Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme markierter OS (in rot) nach 1 stindiger Inkubation
mit RPE. Die Zellkerne sind durch DAPI Féarbung in blau erkennbar.
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So wurde bei einer Zugabe von 5x10° OS eine Intensitat von 2,9 + 0,45 (n=6)
gemessen. Im Vergleich dazu zeigte sich bei hoherer OS Konzentrationen (1x107)
ein Wert von 7,3 = 2,6 (n=6), der bei der hochsten eingesetzten Konzentration
(2x10°) bis auf 19,5 + 3 (n=6) anstieg. Dieses Experiment wurde nur einmal
durchgefuhrt, da der Verbrauch an OS Material extrem grofd war und die Gewinnung
aus porcinen Retinae sehr aufwandig. Im Vergleich mit Literatur zu &hnlichen
Arbeiten wurde fiir weitere Experimente eine Konzentration von 5x10° pro 96 Well
gewahlt, welches den Aufwand der OS Pré&paration in einem verninftigen Rahmen

ermaglichte.

Um einen geeigneten Zeitpunkt fir die Phagozytosemessung in primaren porcinen
RPE Zellen zu ermitteln, wurden Zellen mit 5x10° OS pro Well einer 96er
Zellkulturschale inkubiert und der zeitliche Verlauf der Phagozytose verfolgt. Hier
zeigte sich eine erste Aufnahme von OS bereits nach 30 min. Ein steiler Anstieg der
gemessenen Fluoreszenz erfolgte zwischen 2 und 8 Stunden, welcher sich bis zum
Zeitpunkt von 14 weiter fortsetzte. Fir weitere Experimente wurde eine mittlere
Inkubationszeitdauer von 5 h gewahlt. Dieser Untersuchungszeitpunkt liegt innerhalb
der Phase der stark ansteigenden OS Aufnahme durch die Zellen.
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Abbildung 3.2: In vitro Phagozytose Messung primarer porciner RPE Zellen in
Abhangigkeit von der Konzentration an zugefuhrten
PhotorezeptorauRensegmentpartikeln (OS) und der Inkubationszeit. A
Phagozytoseaktivitat in Abhangigkeit von der OS Konzentration, gemessen nach 4h. (1
Experiment mit je 6 Proben) B Zeitlicher Verlauf der OS Phagozytose bei einer Zugabe von

5x10° OS / Well. (1-4 unabhangige Experimente bestehend aus je 6-8 Proben.)
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3.1.2 Expression von Ca,1.3 Ca** Kanalen, Bestrophin-1 und

BK K" Kanalen in porcinen RPE Zellen

Durch immunohistochemische Farbungen wurde die Expression der lonenkandle
Ca,1.3, Bestrophin-1 und BK in primaren porcinen RPE Zellen Uberpruft.
Ausschlaggebend fur die Wahl dieses Zellkultursystem fur Phagozytose in vitro
Untersuchungen war die endogene Expression von Bestrophin-1. Mit den zur
Verfigung stehenden Antikérpern ist eine zuverldssige Detektion porcinem
Bestrophin-1 Proteins moglich. Nach 48 stundiger Kultur der Zellen war, dank der
gewahlten Kulturbedingungen wie sehr hoher Zelldichte und reduziertem
Serumgehalt des Mediums, zum Zeitpunkt des Experiments eine stabile Bestrophin-1
Expression nachweisbar. Eine Farbung an polarisierten RPE Zellen auf Zellfiltern,
zeigt das Vorkommen von Bestrophin-1 Protein lateral, nahe der Zellmembran und
zytosolisch (Abb.3.3 A, C).

In polarisierten RPE Zellen konnte weiterhin die Expression von Ca,1.3 L-Typ Ca?
Kanalen nachgewiesen werden. Dabei zeigt sich das punktuelle Expressionsmuster
fur die Ca,1.301D porenbildenden Untereinheiten im Bereich der lateralen
Zellmembranen, welche durch eine Farbung mit B-Catenin markiert wurden (Abb.3.3
E, G). Eine Ko-Farbung von Bestrophin-1 und Ca,1.3 verdeutlicht eine Ko-
lokalisation beider Proteine (Abb.3.3 B, D).

Die Proteinexpression von BK K" Kanalen war anhand der Farbungen nachweisbar.
In Co-Féarbungen mit B-Catenin konnten die porenbildenden Untereinheiten ebenfalls
in der lateralen Membran lokalisiert werden. Weiterhin konnte BK Protein apikal in
den Zellen detektiert werden (Abb. 3.3 F, H).
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Abbildung 3.3: Bestrophin-1, Ca,1.3 Ca®* Kanale und BK K* Kanéle in porcinen RPE
Zellen. Kultur primérer porciner RPE Zellen: A, C: Immunofluoreszenznachweis von
Bestrophin-1. B, D: Immunofluoreszenznachweis von Ca,1.3 (grin) und Co-farbung mit
Bestrophin-1 (rot). E, G: Immunofluoreszenznachweis von Ca,1.3 (griin) und Co-farbung mit
B-Catenin (rot). F, H: Immunofluoreszenznachweis von BK (griin) und Co-farbung mit -
Catenin (rot), C, D, G, H: Immunofluoreszenznachweis untersucht in der xz Ebene.
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3.1.3 Bestrophin-1

3.1.3.1 Subzellulare Lokalisation von Bestrophin-1

In dieser Arbeit wurde ein Assay etabliert, um die intrazellulare Lokalisation von
Bestrophin-1 zu untersuchen. Hierzu wurden frisch isolierte porcine RPE-Zellen
verwendet. Die verschiedenen Schritte der Sucrosedichtezentrifugationen lieferten 3
Fraktionen in denen Zellmembran oder Membranen vesikularer Strukturen
angereichert waren, und die mittels Western Blot auf ihre Zusammensetzung hin

analysiert wurden.

Im initialen Pellet fand sich eine starke Anreicherung des Zellmembranproteins B-
Catenin. Die Plasmamembran Fraktion war frei von Bestrophin-1 und zeigte sehr
schwach eine geringe Menge an Clc3 und Myosin7A. Das aus dem initialen
Uberstand gewonnene ,low speed pellet‘ zeigte eine Anreicherung der Proteine des
endoplasmatischen Reticulums Clc3 und Myosin-7A. Auch Bestrophin-1 war hier zu
finden. Ein im nachsten Zentrifugationsschritt aus dem Uberstand gewonnenes ,high
speed Pelett” (HSP) zeigte eine weitere Aufkonzentrierung von Myosin-7A und Clc3.

Es enthalt eine héhere Konzentration von Bestrophin-1.

So zeigte sich, dass Bestrophin-1 kaum in Fraktionen mit hohem Anteil an
Zellmembranproteinen zu finden war, sondern in Fraktionen mit einer Anreicherung

an Proteinen zytosolischer vesikularer Membranen.
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Abbildung 3.4: Analyse der subzellularen Lokalisation von Bestrophin-1 mittels
biochemischer Methoden. A Schema zur differentiellen Zentrifugation, die benutzt wurde
um  Fraktionen von Membranproteinen der Zellmembran und cytosolische
Membranstrukturen zu trennen. Ein Zelllysat von frisch isolierten porcinen RPE Zellen wurde
hergestellt. Nach 20 minitiger Zentrifugation bei 19000g (1) wurde ein initiales Pellet
erzeugt, was zur Gewinnung der Plasmamembran Fraktion genutzt wurde (2,3). Aus dem
Uberstand wurde das low speed pellet (LSP) (4) und ein high speed Pellet (HSP) (5)
gewonnen. B Western blot Analyse der Pellets aus der differentiellen Zentrifugation. Der Blot
wurde mit Antikérpern gegen Bestrophin-1, p-Catenin, Clc3, und Myosin-7A entwickelt.
Bestrophin-1 wurde hauptsachlich in der Fraktion mit der hochsten Anreicherung
cytosolischer Membran Proteine gefunden (Neussert, Muller et al. 2010).
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3.1.3.2 Expression von P2Y Rezeptoren im RPE

Endogen exprimiertes Bestrophin-1 beeinflusst Ca** Signale im RPE. Die ATP
induzierte Stimulation von purinergen P2Y Rezeptoren mit der nachfolgenden Ca?*
Freisetzung aus intrazellularen Speichern, ruft unterschiedliche Antworten in RPE
Zellen von Bestrophin-1 knock-out Mausen und wildtyp Kontrollen hervor.

Um mogliche Ursachen fur differente Erscheinungen zu untersuchen, Unterschiede
in der Expression von P2Y Rezeptoren zwischen wildtyp und Bestl-/- RPE
auszuschliel3en, und damit sicherzustellen, dass der Effekt wirklich auf den Verlust
von Bestrophin-1 Protein zurtickzufuhren ist, wurden im Rahmen dieser Arbeit gPCR
Experimente durchgefihrt. Hier wurde das Expressionsprofil von P2Y Rezeptoren in

kultivierten RPE Zellen analysiert.

In Zellkulturen von wildtyp und Best-1-/- Mausen, wurde die Expression der P2Y
Rezeptoren 1,2,4 und 6 nachgewiesen. Es zeigte sich kein Unterschied in der
Expressionsrate zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 3.5: qPCR zur Analyse der P2Y Rezeptor Expression in kultivierten RPE
Zellen von WT oder Bestl-/- Mausen. Die Expressionsrate von P2Y Rezeptor mRNA
wurde relativ zur B-Aktin Expression normalisiert. (Neussert, Muller et al. 2010)
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3.1.3.3 Einfluss von Bestrophin-1 auf die Phagozytose

Bestrophin-1 interagiert direkt mit den B-Untereinheiten der Ca,1.3 L-Typ Ca*'
Kanale des RPE. Dabei fiihrt die Interaktion mit Bestrophin-1 zur Hemmung der Ca**
Kanalaktivitdt. In einem Versuchsansatz sollte der funktionelle Einfluss von
Bestrophin-1 auf die Phagozytose, Uber die modulatorische Aktivitat des Proteins an

Ca,1.3 L-Typ Ca* Kandlen, in vitro gezeigt werden.

48 Stunden kurzzeitkultivierte primare porcine RPE Zellen zeigen eine stabile
Expression von Bestrophin-1 Protein. Im Western Blot konnte hier ein
Proteinnachweis mit einem Signal bei 68 kDa erbracht werden. Mittels SiRNA
Technologie konnte eine Reduktion der Proteinexpressionsrate in diesen Zellen
erzielt werden. In der antikdrperbasierten Proteindetektion wurde die Menge an
vorhandenem Protein detektiert und im Verhaltnis zu 3-Aktin normalisiert. Hier zeigte
sich in den siRNA Bestrophin-1 transfizierten Zellen im Vergleich zur der mit
unspezifischer siRNA transfizierten Kontrollgruppe eine Reduktion der
Proteindetektion um 80% = 10,2 % (n=3, Abb.3.6).
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Abbildung 3.6: Knock-down von Bestrophin-1. A Western Blot zur Proteindetektion von
Bestrophin-1 in Gesamtzelllysaten 48 Stunden kurzzeitkultivierter porciner RPE Zellen.
Bestrophin-1 und Aktin wurden mit spezifischen Antikérpern in untransfizierten Kontrollzellen,
mit unspezifischer siRNA transfizierten Zellen und mit Bestrophin-1 spezifischer siRNA
transfizierten Zellen nachgewiesen. Gezeigt ist exemplarisch 1 Western Blot von 3
Experimenten. B Quantifizierung der Bestrophin-1 Proteinmenge relativ zu (-Aktin nach
Densitometrieanalyse (n=3).
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Im in vitro Phagozytose Experiment wurde der Einfluss von Bestrophin-1 auf die RPE
OS Phagozytose untersucht. Die Reduktion der Bestrophin-1 Proteinexpression
mittels siRNA knock-down flihrte zu einer erhéhten Phagozytoseaktivitat der Zellen.
Die gemessene Fluoreszenz pro Well von Zellen unter siRNA Bestrophin-1
Behandlung ist signifikant um 16% + 4 (n=18, p<0,001) erhoht, im Vergleich zu
Zellen die mit sequenzunspezifischer siRNA transfiziert wurden.
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Abbildung 3.7: Einfluss von Bestrophin-1 auf die OS Phagozytose von priméren
porcinen RPE Zellen nach 5 stindiger Inkubation. Knock-down von Bestrophin-1.
Phagozytose im RPE Bestrophin-1 siRNA transfizierter Zellen versus mit unspezifischer RNA
transfizierter Zellen. (Durchgefihrt wurden 4 unabhdngige Experimente mit jeweils 5-8
parallelen Ansatzen.)

3.3 Ca®" Kanile

3.3.1 Beteiligung von L-Typ Ca®* Kandlen an der Regulation der

Phagozytose

Die Beteiigung von L-Typ Ca** Kandlen an der Regulation des
Phagozytoseprozesses wurde durch pharmakologische Modulation der Kanalaktivitat
untersucht. Die Blockierung von L-Typ Ca** Kanéalen mittels (+)-Bay K 8644 (10puM)
fuhrte zu einer signifikant reduzierten Phagozytose. In Anwesenheit von (+)-Bay K
8644 zeigte sich nach 5 stundiger Inkubation eine Verminderung der gemessenen
absoluten Fluoreszenz pro Well um 8% + 1,3 (n=13, p<0,001, Abb.3.8 A) im
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Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Verwendung von (-)-Bay K 8644 (10uM), einem
Aktivator der L-Typ Kanale, fuhrte zu keiner Veranderung in der Phagozytoseaktivitat
in den durchgefiihrten Versuchen (3.8 B).
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Abbildung 3.8: Einfluss von (+)-Bay K 8644 und (-)-Bay K 8644 auf die OS Phagozytose
von priméaren porcinen RPE Zellen nach 5 stiindiger Inkubation. (Durchgefihrt wurden 3
unabhangige Experimente mit jeweils 5 parallelen Ansatzen.)

3.3.2 Einfluss von Orai-1 auf die Phagozytose

Mit Hilfe des knock-downs von Orai-1 sollte geklart werden, ob ein Einfluss von Orai-
1 auf die Phagozytose in RPE Zellen besteht. Im Western Blot konnte Orai-1 Protein
mit einem Signal bei 38 kDa nachgewiesen werden. Mittels siRNA Technologie
konnte eine Reduktion der Proteinexpressionsrate in diesen Zellen erzielt werden. In
der antikorperbasierten Proteindetektion wurde die Menge an produziertem Protein
detektiert und im Verhaltnis zu B-Aktin normalisiert. Hier zeigte sich in den siRNA
Orai-1 transfizierten Zellen im Vergleich zur der mit unspezifischer siRNA
transfizierten Kontrollgruppe eine Reduktion der Proteindetektion um 79% + 9,7 %
(n=3, Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Knock-down von Orai-1. A Western Blot zur Proteindetektion von Orai-1 in
Gesamtzelllysaten 48 Stunden kurzzeitkultivierter porciner RPE Zellen. Orai-1 und B-Aktin
wurden mit spezifischen Antikérpern in mit unspezifischer siRNA transfizierten Zellen und mit
Bestrophin-1 siRNA transfizierten Zellen nachgewiesen. Gezeigt ist exemplarisch 1 Western
Blot von 3 Experimenten. B Quantifizierung der Orai-1 Proteinmenge relativ zu B-Aktin nach
Densitometrieanalyse (n=3).

Es zeigte sich, dass eine Reduktion der Orai-1 Proteinexpression mittels siRNA
knock-down zu keiner veranderten Phagozytoserate von OS durch die RPE Zellen
fuhrte (n=23, Abb. 3.10). In vitro Phagozytose Experimente weisen somit nicht auf

eine Beteiligung von Orai-1 am Prozess der Phagozytose hin.
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Abbildung 3.10: Einfluss von Orai-1 auf die OS Phagozytose von priméren porcinen
RPE Zellen nach 5 stindiger Inkubation. Knock-down von Orai-1. Phagozytose Orai-1
siRNA transfizierter Zellen versus unspezifischer siRNA transfizierter Zellen. (Durchgefihrt
wurden 3 unabhangige Experimente mit jeweils 6-8 parallelen Anséatzen.)
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3.3.3 Einfluss von TRP Kanalen vom Vanilloid-Rezeptor Subtyp auf die

Phagozytose

Der Einfluss von TRP Kandlen vom Vanilloid-Rezeptor Subtyp (TRPV) auf die
Phagozytose von RPE Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Bei
Blockierung der TRPV Kanale durch Ruthenium Rot (20uM) kam es zu einer
Verminderung der gemessenen Fluoreszenz pro Well um 9% + 1,1 (n=21, Abb. 3.11
A) im Vergleich zu den Kontrollansatzen. Hingegen fihrt eine Aktivierung von TRPV
Kanalen mittels 2-Aminoethoxydiphenyl borate (2APB, 100uM) zu einer Erhéhung
der gemessenen Fluoreszenzintensitat pro Well um 17% + 2,1 (n=26, Abb. 3.11 B).
In vitro Phagozytose Experimente belegen hier einen Einfluss von TRPV Kanélen auf

die Phagozytose.
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Abbildung 3.11: Einfluss von Ruthenium Rot und 2-Aminoethoxydiphenyl borate
(2APB) auf die OS Phagozytose von priméren porcinen RPE Zellen nach 5 stindiger
Inkubation. (Durchgeftihrt wurden 4 unabhéngige Experimente mit 5-8 parallelen Anséatzen.)
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3.4 Beteiligung von BK Kanalen an der Regulation der

Phagozytose

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die funktionelle Kopplung der BK Kanéle an
Ca’* Kanalaktivitat einen Einfluss auf die Phagozytosefunktion des RPE besitzt. Bei
pharmakologischer Blockierung des BK Kanals in Phagozytose in vitro Experimenten
zeigte sich ein inhibitorischer Einfluss durch Paxillin. Eine konzentrationsabhangige
Verminderung der Phagozytoseaktivitdt konnte bei Konzentrationen gréRer als 5uM
nachgewiesen werden (Abb. 3.12). Bei 5uM Paxillin sank die Fluoreszenz auf 91% +*
0,72 (n=15, p<0,001). Mit einer Konzentration von 25uM Paxillin konnte eine
Reduktion bis auf 76% + 4,8 (n=14, p<0,001), im Vergleich zur Kontrollgruppe,
gezeigt werden. Bei der groRten Konzentration von 75uM Paxillin war die
Fluoreszenz bis auf 50% + 9 (n=14, p<0,001) reduziert.
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Abbildung 3.12: Einfluss von Paxillin auf die OS Phagozytose von priméaren porcinen
RPE Zellen nach 5 stiindiger Inkubation. (Durchgefiihrt wurden 3-4 unabhangige
Experimente mit jeweils 5-6 parallelen Ansatzen.)
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3.2 Untersuchungen zur Phagozytose des RPE im

Mausmodell

Phagozytose in vitro Experimente weisen auf einen Einfluss von L-Typ Ca?* Kanalen
und BK K" Kanélen in der Phagozytose hin, wobei die BK Hemmung den stérksten
Effekt hervorrief. In knock-out Tiermodellen fur beide Kanalproteine sollte nun der im
zirkadianen Rhythmus ablaufende Prozess in vivo untersucht werden. Dazu wurden
M&ause an verschiedenen Tageszeiten getotet, und die Augen entnommen. Von dem
in Paraffin eingebettetem Gewebe wurden anschlieRend Schnitte angefertigt, und
eine immunohistochemische Farbung durchgefuhrt. Hier konnten mit einem
Antikérper fur Rhodopsin, einem ausschlieBlich in den AuRensegmenten der
Photorezeptoren enthaltenem Protein, spezifisch Phagosomen im RPE detektiert
werden. Uber die Detektion der vom RPE aufgenommenen Teile der
Photorezeptoren konnte Rickschluss auf die Phagozytoseaktivitdt im Verlauf des
Tages gezogen werden. Untersucht wurden jeweils 5 Mause pro Zeitpunkt. Von
jedem Auge wurden sowohl zentrale als auch periphere Retinaschnitte angefertigt,
dabei 6 Schnitte gefarbt, und 3-5 Abschnitte pro Schnitt analysiert.

Abbildung 3.13: Gewebeschnitt einer murinen Retina: lichtmikroskopische Aufnahme.
(RPE = Retinales Pigmentepithel, OS = Aullensegmente der Photorezeptoren, IS =
Innensegmente der Photorezeptoren, ONL= &ul3ere Kernschicht, OPL=&ul3ere Plexiforme
Schicht, INL=innere Plexiforme Schicht, INL=innere Kernschicht).
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Abbildung 3.14: Gewebeschnitt eines murinen Auges und
Immunofluoreszenznachweis von Phagosomen im RPE. A murine Retina:
Immunfluoreszenzfarbung von Rhodopsin. Die Farbung zeigt Rhodopsin in den
AulRensegmenten der Photorezeptoren und rhodopsin-positive Phagosomen im RPE.
Farbung der Zellkerne mittels DAPI. B VergroRerter Ausschnitt mit basolateraler Lokalisation
der Phagosomen im RPE, Uberlagerung von lichmikroskopischer — und
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme (RPE = Retinales Pigmentepithel, OS =
AulRensegmente der Photorezeptoren, IS = Innensegmente der Photorezeptoren, ONL=
aulRere Kernschicht, OPL=aulRere Plexiforme Schicht, INL=innere Plexiforme Schicht,
INL=innere Kernschicht)
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3.2.1 Phagozytose in vivo: Untersuchungen im Ca,1.3 -/-

Mausmodell

Nachdem die in vitro Experimente einen Einfluss von L-Typ Ca®*" Kanalen auf die
Phagozytoserate belegen, sollte im nachsten Schritt der Einfluss der Kanéle auf den
im zirkadianen Rhythmus ablaufenden Prozess im Tiermodell untersucht werden.
Dazu stand eine Mauslinie, defizient fur die porenbildende olD Untereinheit von
Ca,1.3 Ca*" Kanalen zur Verfiigung. Es wurden drei Untersuchungszeitpunkte im
Verlauf des Tages gewahlt. Es wurde die Anzahl an Rhodopsin-positiven
Phagosomen im RPE innerhalb der morgendlichen Hauptaktivitat um 7.30 (30min
nach Beginn der Lichtphase), um 8.30 Uhr (90min Licht) ermittelt. Ein weiterer
Zeitpunkt am Nachmittag um 14.30 Uhr spiegelt die Uber den Tagesverlauf hin

niedrige Phagozytoseaktivitat wieder.

Zum Zeitpunkt 7.30 wurden in den wildtyp Mausen 11,3 £ 0,3 Phagosomen/100um
RPE (n=138 Messwerte aus 48 Gewebeschnitten von 5 Mausen) gefunden und in
den knock-out Tieren 11,8 + 0,4 Phagosomen/100um RPE (n=115 Messwerte aus 35
Gewebeschnitten von 5 Mausen) detektiert. Hier zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen. Um 8.30 hingegen, dem Zeitpunkt der
maximalen Phagozytoseaktivitat, wiesen wildtyp Mause mit durchschnittlich 14,3 +
0,5 Phagosomen/100um RPE (n=75 Messwerte aus 30 Gewebeschnitten von 5
Mausen) eine signifikant hohere Anzahl an Phagosomen gegentiber den knock-out
Tieren mit 10,8 + 0,5 Phagosomen/100um RPE (n=90 Messwerte aus 33

Gewebeschnitten von 5 Mausen) auf.

Bei den um 14.30 untersuchten Tieren war mit 5,3 + 0,2 Phagosomen/100pum RPE
(n=86 Messwerte aus 30 Gewebeschnitten von 5 Mausen) eine signifikant hdohere
Anzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe sichtbar, welche lediglich 3,4 + 0,2 (n=76

Messwerte aus 28 Gewebeschnitten von 5 Mausen) aufwiesen.

Damit zeigen Ca,1.3-/- Tiere zum Zeitpunkt der maximalen Phagozytoseaktivitat eine
geringere Anzahl an Phagosomen im RPE, hingegen liegen am Nachmittag noch

mehr Phagosomen im RPE vor als in den Kontrolltieren.
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Abbildung 3.15: Phagozytose des RPE in vivo im Ca,1.3-/- Mausmodell. A Paraffin
Gewebeschnitte des Auges, Immunfluoreszenzfarbung von Rhodopsin, Rhodopsin-positive
Phagosomen im RPE an verschiedenen Zeitpunkten: 7.30 Uhr (30 min Licht nach Beginn der
Lichtphase), 8.30 Uhr (90 min Licht) und 14.30 Uhr, B Anzahl von Phagosomen pro 100uM
RPE an verschiedenen Tageszeiten. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM (76-148
Messabschnitte von je 5 Mausen pro Gruppe). p<0,001.
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3.2.2 Phagozytose in vivo: Untersuchungen im BK-/-

Mausmodell

Weitere Untersuchungen zur Phagozytose des RPE in vivo erfolgten in einer zweiten
Mauslinie, defizient fir die porenbildende o Untereinheit des K* Kanals BK. An den
Untersuchungszeitpunkten wurden 7.30 in den BK-/- Mausen 14,5 + 0,47
Phagosomen/100pum RPE (n=59 Messwerte aus 27 Gewebeschnitten von 5 Mausen)
detektiert, und damit signifikant mehr Phagosomen als in den vergleichbaren
Kontrolltieren mit 11,7 £ 0,39 Phagosomen/100um RPE (n=67 Messwerte aus 30

Gewebeschnitten von 5 Mausen).

Zum Zeitpunkt 8.30 wiesen BK-/- Mause 12,8 + 0,54 Phagosomen/100um RPE
(n=90 Messwerte aus 32 Gewebeschnitten von 5 Mausen) auf, die untersuchten
Kontrolltiere hingegen 15,8 + 0,54 Phagosomen/100um RPE (n=90 Messwerte aus
30 Gewebeschnitten von 4 Mausen). Am Nachmittag um 14.30 wurden in den BK-/-
Mausen durchschnittlich 2,8 £ 0,23 Phagosomen/100um RPE (n=53 Messwerte aus
25 Gewebeschnitten von 5 Mausen) gefunden, in den BK+/+ Mausen hingegen 4 +
0,19 Phagosomen/100um RPE (n=48 Messwerte aus 33 Gewebeschnitten von 5

Mausen).

Damit zeigen sich an den verschiedenen Zeitpunkten eines Tages signifikante
Unterschiede in der Anzahl von Phagosomen zwischen den BK Kanal defizienten

Mausen und Tieren der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.16: Phagozytose des RPE in vivo im BK-/- Mausmodell. A Paraffin
Gewebeschnitt des Auges, Immunfluoreszenzfarbung von Rhodopsin, Rhodopsin-positive
Phagosomen im RPE an verschiedenen Zeitpunkten: 7.30 Uhr (30min Licht), 8.30 Uhr (1,5h
Licht) und 14.30 Uhr, B Anzahl von Phagosomen pro 100uM RPE an verschiedenen
Tageszeiten. Die Daten zeigen Mittelwerte +SEM (60-70 Messabschnitte von 5-6 Mausen).
P<0,001.
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3.2.2.1 Strukturelle Veranderungen in der Retina von BK-/-

Mausen

Im BK-/- Tiermodell zeigten sich Veranderungen im zirkadianen Rhythmus der
Phagozytose von Photorezeptorauf3ensegmenten durch das RPE. Da eine gestorte
Interaktion beider Zellgruppen einerseits zu Ablagerungen von Lipofuszin im RPE
oder andererseits zu Schaden der Photorezeptoren fuhren kann, wurde im Rahmen

dieser Arbeit die Retinastruktur der Mause untersucht.

Die Messungen zur Lange der Photorezeptoraul3ensegmente im Gewebeschnitt
zeigen strukturelle Veranderungen in den knock-out Tieren auf. Es wurden 7 BK+/+
und 9 BK-/- Mause im Alter zwischen 12-20 Monaten untersucht. Gemessen wurden
hier ~die L&ngen der Photorezeptoren, wobei mit Hilfe eines
Immunfluoreszenznachweises des ausschlieBlich im AuRensegment enthaltenen
Proteins Rhodopsin, eine Unterscheidung zwischen Innensegmenten und

AulRRensegmenten der Photorezeptoren moglich war.
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Abbildung 3.17: Bestimmung der Aul3ensegmentléange von BK+/+ und BK-/- Mausen. A
lichtmikroskopische Aufnahme eines Gewebeschnitts der Retina Uberlagert mit
Immunfluoreszenzfarbung von Rhodopsin, als Marker fur die Aul3ensegmentabschnitte der
Photorezeptoren. Gemessen wurden Langen der Aullen- und Innensegmente von
Photorezeptoren. B Quotient aus Auf3en- und Innensegmentlange. (RPE = Retinales
Pigmentepithel, OS = Aul3ensegmente der Photorezeptoren, IS = Innensegmente der
Photorezeptoren, ONL= dul3ere Kernschicht)
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Es zeigte sich eine Verkirzung der Aul3ensegmente der Photorezeptoren bei den
BK-/-Tieren um durchschnittich 10 Prozent. Relativ ins Verhaltnis zur
Innensegmentlange gesetzt weisen sie mit 1,59 + 0,03 (n=95 Messwerte aus 40
Gewebeschnitten) eine signifikant niedrigere AuRensegmentlange auf als BK+/+

Tiere mit 1,75 = 0,06 (n=88 Messwerte aus 39 Gewebeschnitten).

3.2.2.2 Untersuchungen zu Lipofuszinablagerungen im RPE

von BK-/- Mausen

Stérungen im Phagozytoseprozess kdonnen zu Ablagerungen von Abbaumaterialien
der Photorezeptoraul3ensegmente im RPE fuhren. Deshalb sollte im Rahmen dieser
Arbeit weiter untersucht werden, ob BK-/- Tiere eine vermehrte Anreicherung von

Lipofuszin in RPE Zellen aufweisen.

Dazu wurden Gewebeschnitte muriner Retinae mikroskopisch auf Autofluoreszenz
hin untersucht. Im Alter von 12 Monaten wiesen sowohl BK+/+ (n=3 Mause) als auch
BK-/- Tiere (n=3 Mause) keine mikropskopisch detektierbare Autofluoreszenz auf.
Bei 20 Monate alten Mausen wurden hingegen in beiden Gruppen (BK+/+ n=3
Mause, BK-/- n=3 Mause) gleichermal3en Anreicherungen autofluoreszentem
Materials im RPE gefunden (Abb. 3.18). Aufgrund der durchgefiihrten
Untersuchungen konnte kein Hinweis auf vermehrte Lipofuszinablagerung in BK-/-

Mausen gefunden werden.
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Abbildung 3.18: Anreicherung von autofluoreszentem Material im RPE von 20 Monate
alten BK+/+ und BK-/- Mausen. Paraffingewebeschnitte der Retina von A BK+/+, B BK-/-
Tieren. (RPE=Retinales Pigmentepithel, OS=Aullensegmente der Photorezeptoren,
IS=Innensegmente der Photorezeptoren, ONL=aulRere Kernschicht, OPL=aul3ere Plexiforme
Schicht, INL=innere Plexiforme Schicht, INL=innere Kernschicht)

3.2.2.3 Untersuchung des Rhodopsingehalts in Retinae von
BK-/- Mausen

Histologisch wurde im Tiermodell eine Verklrzung der Photorezeptorauldensegmente
festgestellt. Nachfolgend sollte geklart werden, ob der Gehalt an Rhodopsin Protein,
welches ausschlielilich in den AuRensegmenten vorkommt, in den Augen von BK-/-

Mausen nachweislich vermindert ist.

Hierfir wurden Gesamtzelllysate von Bulbi 14-18 Monate alter Mause gewonnen
(n=3 BK+/+ Mause, n=3 BK-/- Mause). Die Zielproteinmenge wurde mittels
spezifischer Antikérper gegen Rhodopsin im Western Blot-Verfahren detektiert. -
Aktin diente dabei als Ladekontrolle. Die Western Blot-Analysen bestatigten einen
reduzierten Rhodopsingehalt in den Bulbi von knock-out Tieren. Der
Rhodopsingehalt zeigte sich in diesen Untersuchungen im Vergleich zu den
Kontrolltieren um durchschnittlich 28% + 5 (n=3, Abb.3.19) verringert.
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Abbildung 3.19: Rhodopsingehalt der Augen von BK-/- Mause. A Western Blot-Analyse
von Gesamtzelllysaten der Augenbecher von BK+/+ (n=3) und BK-/- (n=3) Mausen.
Detektion von Rhododpsin und B-Aktin mittels spezifischer Antikérper, B Rhodopsingehalt

relativ zur detektierten Aktin Ladekontrolle. (Daten aus 3 unabhangige durchgefihrten
Experimenten, gezeigt ist exemplarisch ein Western Blot.)
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4. Diskussion

4.1. Untersuchungen zur Beteiligung von lonenkanalen

an der Regulation der Phagozytose in vitro

4.1.1 Zellkultursystem zur Messung der Phagozytose priméarer

porciner RPE Zellen in vitro

In der Literatur sind verschiedene Techniken beschrieben, mit deren Hilfe es mdglich
ist die Phagozytose von Photorezeptoraul3ensegmenten (OS) durch RPE Zellen in
Kultur zu untersuchen. Dabei umfasst das Spektrum der eingesetzten Methoden
Radioimmunoassays (Laird and Molday 1988; Kennedy, Rakoczy et al. 1994;
Ryeom, Sparrow et al. 1996), Elektronenmikroskopie (Edwards and Szamier 1977;
White and Fisher 1989), Lichtmikroskopie (LaVail 1976), Fluoreszenzmikroskopie
(McLaren, Inana et al. 1993; Hall, Burgess et al. 1996) oder Durchflusszytometrie
(Miceli, Liles et al. 1994; Kennedy, Rakoczy et al. 1996; Miceli, Newsome et al. 1997,
Karl, Kroeger et al. 2008). Die Messung der Phagozytose erfolgt haufig Uber
Fluoreszenzquantifizierung. Es wurden indirekte Assays beschrieben, wo den RPE
Zellen unbehandelte OS zugefuhrt wurden, und in einem zweiten Schritt die Anzahl
gebundener oder aufgenommener OS durch Farbung mit einem Rhodopsin
detektierenden Antikorper erfolgte (Chaitin, Hall et al. 1983; Colley and Hall 1986;
Hall, Burgess et al. 1996; Finnemann, Bonilha et al. 1997; Feng, Yasumura et al.
2002; Feng, Zheng et al. 2003). Eine weitere haufig verwendete Technik besteht in
der direkten Kopplung der OS mit einem Fluoreszenzfarbstoff (McLaren, Inana et al.
1993; Finnemann, Bonilha et al. 1997; Lin and Clegg 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein solcher Assay gewahlt, bei dem die OS mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt wurden, und somit ein direkter Nachweis
maoglich ist. Die Auswertung erfolgte nach mehrstindiger Inkubation der Zellen mit
OS, gegebenenfalls unter Anwesenheit der jeweiligen lonenkanalblocker im Medium,
durch ein Fluoreszenz Mikroplatten-Lesegerat. Die ermittelten Fluoreszenzwerte pro
Well der Zellkulturplatte spiegeln im Wesentlichen die vom RPE aufgenommenen OS
wieder, da vor der Messung mit mehreren Waschschritten lose angebundene OS

entfernt wurden.
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Die hier verwendete Methode stellt ein valides Modell dar, um die funktionelle
Beteiligung von Ca,1.3 L-Typ Ca** Kanilen, TRP Kanalen, BK K" Kanalen und
Bestrophin-1 an der Phagozytose zu testen. Gewebeausgangsmaterial zur Isolation
der porcinen RPE Zellen steht im Vergleich zu Spezies wie Mus musculus in weitaus
groRerer Menge zur Verfigung. Die Kurzzeitkultur bietet aber vor allem den Vorzug
einer stabilen endogenen Expression von Bestrophin-1, welche gleichzeitig einen

Marker fur die gute allgemeine Differenzierung dieser RPE Zellen darstellt.

Die Verwendung von Zelllinien ermoglicht den Ausschluss bestimmter Variablen im
Assay, wie beispielsweise Subtypen, da morphologisch homologe Zellen eingesetzt
werden, die in groBer Menge zur Verfigung stehen, und die sich im gleichen
Differenzierungsstadium befinden. Allerdings haben die Ergebnisse aus den
Zelllinien nur beschrankt Giltigkeit. Die Verwendung der kurzzeitkultivierten porcinen
Zellen bietet gegenuber Zelllinien den Vorteil, dass die Zellen noch weitestgehend
Eigenschaften der primaren Zellen tragen. Die RPE Zelle ist polar organisiert mit
apikalen Mikrovilli, basaler Lamina und lateralen tight junctions, die sowohl den
parazellularen Transport regulieren, als auch eine strukturelle Abgrenzung zwischen

apikalen und basolateralen Bereich darstellen.

In Kulturen primarer RPE Zellen wurden aufgrund heterogener Morphologie
polygonale oder spindelférmige Zellsubgruppen beschrieben, die sich in
unterschiedlichen Differenzierungsstadien befinden, und sich hinsichtlich ihrer
Adhasion, der Zelloberflachenexpression von a,85 Integrin, oder ihrer
Phagozytoseleistung unterscheiden (McKay, Burke et al. 1994; McLaren 1996; Miceli
and Newsome 1996; Miceli, Newsome et al. 1997). Die in dieser Arbeit verwendeten
Kulturen primarer RPE Zellen wirken morphologisch homogen, zeigen die

hexagonale Zellform, und eine grof3e Zahl an Melanosomen.

Primare Zellen in Kultur verandern ihre speziellen gewebesspezifischen
Charakteristika, da sich fur sie viele Umgebungseigenschaften &ndern (Feng, Zheng
et al. 2003). Ein wichtiger Faktor ist dabei die Zelldichte. Normalerweise wird eine
Proliferation eingeleitet, wenn Kontaktinhibition fehlt. Deshalb war es fur die Kulturen
sehr wichtig, dass die Zellen in groRer Dichte von 1x10° pro ml ausgesat wurden,
und maoglichst friih (48 h) nach Uberfiihrung in Kultur verwendet wurden, ohne dass
sie in Kultur eine Zellteilung durchlaufen mussten. Wenn Zellen sehr dicht ausgesat

werden, besteht die Moglichkeit, dass sich einige Zell-Zellkontakte wie Desmosomen
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und Adhasionsverbindungen wieder bilden, und die Zellen als ein funktionelles
Monolayer  zusammenarbeiten. Ein weiterer  wichtiger Punkt  sind
wachstumsstimulierende Faktoren im Kulturmedium, die von zelleigenen Rezeptoren
erkannt werden, und Proliferation einleiten. Deshalb wurden fir die Zellen mit 5%
FKS im Medium serumreduzierte Bedingungen gewahlt, um den Prozess der

Proliferation zu verlangsamen.

Die OS Phagozytose ist ein spezifischer, durch mehrere Zelloberflachenrezeptoren
und deren Liganden vermittelter Prozess. Die OS stellen den physiologischen Reiz
am RPE zur Phagozytose dar, es entspricht dabei weitestgehend der in vivo
Situation (Mayerson and Hall 1986). Haufig verwendete Latex beads aktivieren somit
einen vollig anderen unspezifischen Mechanismus der Phagozytose (Edwards and
Szamier 1977; Heth and Schmidt 1991; Finnemann, Bonilha et al. 1997). Die
Verwendung von kryokonservierten OS ist eine gangige Methode. Dabei sind die
Praparationen sehr heterogen und enthalten Partikel verschiedener Grof3en, von
kompletten OS bis hin zu kleinen Fragmenten. Bei der Phagozytose in vivo werden
dem RPE nur kleine terminale Abschnirungen, nicht ganze OS, zur Phagozytose
angeboten. In der humanen Fovea ist eine RPE Zelle ca. 24 Zapfen exponiert, die
mehrere OS-Pakete abschniren (Gao and Hollyfield 1992). Dabei liegen die OS in
Photorezeptormatrix eingebettet, eng benachbart zu den RPE Mikrovilli. In Zellkultur
dagegen werden die isolierten OS als Suspension in Medium einfach zu den Zellen
dazugegeben. So konnte die Anbindung in Kultur deutlich unterschiedlich sein zur in
vivo Situation. Im Zellkulturassay wird den RPE Zellen eine heterogene Mischung
von Partikeln angeboten, die durch die Isolationsprozedur verandert sein kénnen. Zur
Bindung an die Integrinrezeptoren der RPE Zelle wird beispielsweise MFG-E8 als
Ligand bendétigt, eine Aktivierung der MerTK setzt das Vorhandensein der Liganden
Gasb6 und ProteinS voraus.

In der Literatur sind viele Arbeiten zur Kinetik der Phagozytose kultivierter RPE
Zellen zu finden. Dabei zeigen sowohl Studien von verschiedenen primaren RPE
Zellen als auch von RPE Zelllinien, eine vergleichbare Kinetik des Prozesses
(Kennedy, Rakoczy et al. 1994; Kennedy, Rakoczy et al. 1996; Finnemann, Bonilha
et al. 1997; Qin and Rodrigues 2012). Beschrieben wird dabei eine 30 minutige bis 1
stiundige Anfangsphase, je nach verwendeten Zellen, in der wenige OS gebunden

oder aufgenommen wurden. Dies kénnte die Zeit der Sedimentation der OS auf die
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Zelloberflache der RPE Zellen sein. Es kdnnten aber auch Veranderungen in der
Membran zur Vorbereitung der OS Aufnahme in diesem Zeitraum stattfinden. Nach
30 min wird schon eine erste Aufnahme beobachtet (Chaitin, Hall et al. 1983). In
dieser Zeit sind mehr OS gebunden als aufgenommen. Danach folgt eine Phase mit
einem starken Anstieg der OS Aufnahme, die zwischen 2 und 6 Stunden andauern
kann. Hier steigt die Zahl der angebundenen OS nur langsam, was dadurch erklarbar
ist, dass die Aufnahme sehr schnell passiert, wenn die OS erstmal an der Membran
gebunden sind (Chaitin, Hall et al. 1983). Danach wird eine Plateauphase erreicht, in
der die Aufnahme nur noch wenig zunimmt (Mayerson and Hall 1986). Diese Phase
kann, je nach verwendeten Zellen, nach 5 h, oder auch erst nach mehr als 12 h
beginnen (Kennedy, Rakoczy et al. 1996).

Die an kurzzeitkultivierten priméaren porcinen RPE im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Daten sind mit den Literaturangaben vergleichbar. Bereits nach 30min
wurde die erste Phagozytose der Zellen detektiert. Nach 2, 5 oder 8 Stunden kam es
dann zu einem starken Anstieg der Aufnahme, der sich bis zum Zeitpunkt 14 h noch
weiter fortsetzte. Mit der fur weitere Experimente gewahlten Inkubationszeit von 5
Stunden wurde ein Zeitpunkt im Bereich der stark ansteigenden Aufnahme der OS
gewahlt, und die eingesetzte Konzentration an OS orientierte sich an mittleren
Werten aus der Literatur. In den hier durchgefiuihrten Experimenten konnte somit
zeitabhdngig und konzentrationsabhangig eine Steigerung der Phagozytose
beobachtet werden. Es stand somit ein valides Modell zur Untersuchung der

Phagozytose zur Verfiigung.

4.1.2 Expression von Ca,1.3, Bestrophin-1 und BK Kanalen in

porcinen RPE Zellen

In  den kuzzeitkultivierten porcinen RPE Zellen konnte die endogene
Proteinexpression von Ca,1.3, BK und Bestrophin-1 mittels immunozytochemischer
Farbungen nachgewiesen werden. Hier zeigte sich ein  punktuelles
Expressionsmuster von Ca,1.3 ol und BKslol porenbildenden Untereinheiten,
welches beispielsweise auch fur chromaffine Zellen der Nebennieren, oder
Haarzellen im Innenohr beschrieben wurde (Engel, Braig et al. 2006; Vandael,

Marcantoni et al. 2010). Die verwendeten Antikdrper waren auf ihre Spezifitat in
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Ca,1.3-/- und BK-/- Gewebe getestet (Sausbier, Sausbier et al. 2006). Dabei waren
die drei Kanale sowohl bei fir kurze Zeit auf Deckglaschen semi-polarisiert
kultivierten Zellen, als auch bei auf Zellfiltern polarisiert geziichteten Zellen, die mit
einem transepithelialen Widerstand von mehr als 400 Ohm.cm? sehr stark den

Bedingungen der in vivo Situation gleichen, vorhanden.

Arbeiten mehrerer Gruppen zu spannungabhéngigen Ca** Kanalen im RPE belegen,
dass L-Typ Ca®" Kanale in kultivierten oder frisch isolierten primaren RPE Zellen
vorhanden und aktivierbar sind (Ueda and Steinberg 1993; Strauss and Wienrich
1994; Ueda and Steinberg 1995; Strauss, Mergler et al. 1997; Strauss, Buss et al.
2000; Rosenthal and Strauss 2002; Rosenthal, Malek et al. 2005; Rosenthal, Bakall
et al. 2006; Wollmann, Lenzner et al. 2006; Rosenthal, Heimann et al. 2007; Wu,
Marmorstein et al. 2007; Wimmers, Coeppicus et al. 2008; Wimmers, Halsband et al.
2008). Im Mausmodell wurde belegt, dass die Aktivitat von L-Typ Kanalen im RPE
durch die systemische Gabe von Dihydropyridinen (DHP) reduziert werden kann.
Veranderungen des ,Lichtanstiegs® (LP) im DC-ERG, einem Signal das vom RPE
generiert wird, belegen eine Funktion der Kanale im RPE (Marmorstein, Wu et al.
2006). Auch Ca,1.3 -/- knock-out Mause zeigen den signifikant verkleinerten LP (Wu,
Marmorstein et al. 2007). Expressionsstudien belegen auf RNA- und Proteinebene
Ca,1.3 L-Typ Ca*" Kanale in frisch isolierten humanen RPE Zellen und der ARPE19
Zellinie (Rosenthal, Heimann et al. 2007; Wimmers, Coeppicus et al. 2008).

Die Expression von BK Kanélen wurde ebenfalls in frisch isolierten humanen RPEs
und in Zelllinien gezeigt (Wimmers, Halsband et al. 2008). Auch die Aktivitat des
Kanals wurde in ARPE19 Zellen, humanem und caninem RPE nachgewiesen (Sheu
and Wu 2003; Sheu, Wu et al. 2004; Sheu, Wu et al. 2005; Sheu, Bee et al. 2008;
Wimmers, Halsband et al. 2008). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass nach 48
Stunden in Zellkultur eine deutliche Menge an endogen exprimierten Bestrophin-1
Protein in den RPE Zellen vorkommt. Darin besteht der deutliche Vorteil der porcinen
Zellen, da in RPE Zelllinien wie ARPE19 und RPE-J kein Bestrophin-1 Protein
vorzufinden ist (Hartzell, Qu et al. 2008).
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4.1.3 Bestrophin-1

4.1.3.1 Subzellulare Lokalisation von Bestrophin-1 im RPE

Bestrophin-1 ist das Protein, welches bei der Best'schen vitelliformen Makula
dystrophie, einer vererbten Degenerationen der Retina, verandert ist. Ein
Verstandnis dafir welche Funktion Bestrophin-1 erfillt, und wie Mutationen in
Bestrophin-1 zur Entstehung der Erkrankung fihren, setzt Kenntnisse uber
gewebsspezifische Expression und Lokalisation in der Zelle voraus. In dieser Arbeit
wurden Sucrosedichtegradienten Zentrifugationen von frisch isolierten porcinen RPE

Zellen durchgefihrt, um die Lokalisation von Bestrophin-1 zu klaren.

Nach mehreren Zentrifugationsschritten kamen 3 Pellets in die weitere Analyse, wo
sie mittels Western Blot auf ihre beinhalteten Proteine hin untersucht wurden. Das
initiale Pellet (PM) wies eine Anreicherung des Plasmamembranproteins 3-Catenin
auf. In dieser Fraktion lag kein Bestrophin-1, und nur eine sehr geringe Menge des
intrazellularen CI" Kanals CLC-3 oder Myosin7A vor. Aus dem verbliebenen initialen
Uberstand wurde ein zweites Pellet (LSP) generiert, was ein Anreicherung des ER
Proteins CLC-3 und von Myosin7 aufwies. Dieses Pellet enthielt auch sehr viel
Bestrophin-1. Ein aus dem verbliebenen Uberstand weiter generiertes Pelett (HSP)
beinhaltete eine noch gréf3ere Menge an Myosin7A und CLC3. Das HSP Pellet wies
auch eine noch hodhere Konzentration von Bestrophin-1 auf. Fraktionen, die mit
zytosolischen vesikularen Membranproteinen angereichert waren, zeigten auch eine

Anreicherung an Bestrophin-1 auf.

Ein groRer Vorteil der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien besteht in der
Verwendung frisch isolierter porciner RPE Zellen, welche im Gegensatz zu RPE
Zelllinien wie RPE-J oder ARPE19 endogen exprimiertes Bestrophin-1 Protein
enthalten. In der Literatur finden sich sehr widersprichliche Angaben zur
subzellularen Lokalisation von Bestrophin-1, wobei die Untersuchungen
weitestgehend anhand von Uberexpression in Zelllinien durchgefiihrt wurden. Bei
dieser Methode kann es leicht zur Artefaktbildung kommen (Clapham 1998; Jentsch,
Stein et al. 2002). Es besteht die Gefahr, dass das UbermaR an exprimierten Protein
falschlicherweise in der Zellmembran auftaucht, oder im Transportprozess stecken

bleiben, und der vorgetduschte Eindruck des intrazellularen Vorkommens entsteht.
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Bestrophin-1 Expression wurde erstmals in der basolateralen Membran des RPE
beschrieben (Marmorstein, Marmorstein et al. 2000). Mit Hilfe von
Zelloberflachenbiotynilierung wurde in Uberexpressionstudien in den Zelllinien
HEK293 und RPE-J eine Lokalisation von Bestrophin-1 in der Zellmembran
beobachtet (Marmorstein, Marmorstein et al. 2000; Fischmeister and Hartzell 2005).
Andere Gruppen zeigten, dass humanes Bestrophin-1 in Uberexpression in HEK293
Zellen einerseits in der Plasmamembran vorkommt, der Grol3teil des Proteins aber in
intrazellularen Membranen vorlag (Tsunenari, Sun et al. 2003; Stanton, Goldberg et
al. 2006). Dabei wurde von einer Akkumulation in cytosolischen Vesikeln und von
perinucledren Aggregaten berichtet. In humanen Atemwegs-Epithelzellen wurde
immunhistochemisch eine Ko-lokalisation von endogenem Bestrophin-1 mit den ER
Proteinen Calreticulin und Calnexin gefunden (Barro-Soria, Aldehni et al. 2009).
Weiterhin konnte in HEK 293 Zellen mittels Uberexpressionsstudien von Bestrophin-
1 und Stiml eine Ko-lokalisation und Ko-immunoprazipitation mit Stiml, dem ER

Ca”* Sensor, gezeigt werden (Barro-Soria, Aldehni et al. 2009).

In immunohistochemischen Arbeiten unserer Gruppe mit Hilfe konfokaler
Mikroskopie und Ko-farbungen mit den Zellmembran Proteinen B-Catenin und
Cadherin wurde gezeigt, dass ein Teil von Bestrophin-1 in der Zellmembran
lokalisiert ist, ein Grof3teil jedoch keine Ko-lokalisation mit Proteinen der
Zellmembran aufweist (Neussert, Muller et al. 2010). Dies steht im Einklang mit den
mittels differentieller Zentrifugation erzielten Ergebnissen, wonach Bestrophin-1 in
den gleichen Fraktionen wie Clc3, ein typischer ER CI" Kanal, gefunden wurde. Ein
gro3er Anteil an Bestrophin-1 scheint sich daher in zytosolischen Membranen, in
Regionen nahe der Plasmamembran, zu befinden. Hier tragt es wahrscheinlich in
seiner Rolle als CI" Kanal zum Ladungsausgleich bei der Beladung der ER Ca*

Speicher mit Ca** bei.
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4.1.3.2 Expression purinerger P2Y Rezeptoren in Best-1-/- RPE

Endogen exprimiertes Bestrophin-1 beeinflut die Ca** Homdostase in RPE Zellen
(Neussert, Muller et al. 2010). Dies konnte anhand von ATP vermittelter Stimulation
purinerger P2Y Rezeptoren untersucht werden. Dabei fuhrt ATP sowohl in RPE
Zellen von Bestl+/+ als auch von Bestl-/- Mausen zu einer Erhéhung der [Ca?'].
Dies erfolgt aufgrund einer initiierten intrazellularen Signalkaskade, wo Uber
Phospholipase C Aktivierung und die Bildung von IP5 nachfolgend Ca®" aus den IP5
sensitiven ER freigesetzt wird (Berridge, Bootman et al. 2003). Um auszuschliel3en,
dass die Unterschiede in der Kinetik ATP induzierter Ca** Erhéhungen zwischen den
Genotypen auf die Aktivierung verschiedener P2Y Rezeptoren zuriickzuflihren ist,
wurde in der vorliegenden Arbeit das Expressionsprofil von P2Y Rezeptoren in
kultivierten RPE Zellen untersucht. Sowohl in Kulturen von Bestl+/+, als auch von
Bestl-/- Zellen wurde die Expression von P2Y 1, 2, 4, 6 beobachtet. Es gab keinen
Unterschied in der Expressionsrate der Rezeptoren zwischen den Genotypen. Die
Defizite in der ATP induzierten Ca®" Freisetzung der Bestl-/- Zellen sind einzig auf
die Rolle von Bestrophin-1 zurtickzufiihren, und sind durch seine Funktion als CI°
leitender Kanal, der durch die Bereitstellung von negativ geladenen lonen eine
Aufnahme von Ca?' in zytosolische Speicher erméglicht, erklarbar (Barro-Soria,
Aldehni et al. 2009; Neussert, Muller et al. 2010).

Purinerge Signalwege sind in der Kommunikation zwischen RPE und
Photorezeptoren wichtig (Wimmers, Karl et al. 2007). Uber P1 Rezeptoren wird die
RPE Phagozytose moduliert (Mitchell and Reigada 2008). Uber Stimulation von A2
Rezeptoren durch Adenosin kommt es zu einer Reduktion der OS Phagozytose Rate
(Gregory, Abrams et al. 1994). Die am Morgen kurz nach Beginn der Lichtphase
beobachtbare erhéhte Phagozytoseaktivitat konnte dadurch erklarbar sein, dass die
lichtabhangige Freisetzung von Epinephrin, zu einer geringeren ecto-
5 'Nucleotidaseaktivitat fuhrt. Damit steht eine geringere Adenosin Konzentration zur
Aktivierung der A2 Rezeptoren zur Verfiigung, was eine erhdhte Phagozytose nach
Licheinschalten ermdglicht (Mitchell 2001; Reigada, Zhang et al. 2006; Mitchell and
Reigada 2008).
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4.1.3.3 Bestrophin-1

Ein Merkmal der Best'schen Vitelliformen Makuladegeneration sind friihzeitige
Akkumulationen von Lipofuszin im RPE (Weingeist, Kobrin et al. 1982; Mullins, Oh et
al. 2005; Bakall, Radu et al. 2007). Im Krankheitsmechanismus kdnnten Mutationen
des Bestrophin-1 Proteins mdglicherweise Verdanderungen im Prozess der OS
Phagozytose hervorrufen, was zu vermehrten Ablagerungen des autofluoreszenten
Materials fuhren konnte. Um nun zu klaren, ob Bestrophin-1 einen Einfluss auf die
Phagozytose im RPE hat, wurden Phagozytose in vitro Experimente durchgefihrt.
Hierbei wurde die in porcinen RPE Zellen vorhandene Expression endogenem
Bestrophin-1 Proteins mittels siRNA reduziert. Dabei fuhrte der siRNA knock-down
von Bestrophin-1 Protein zu einer erhéhten Phagozytoserate. Der Bestrophin-1
Proteinverlust in der Zelle entspricht zwar nicht der Krankheitssituation im Patienten,
da jedoch BEST1 Mutationen zum Funktionsverlust des Proteins fuhren, kann von

einem Einfluss des Proteins auf die Phagozytose ausgegangen werden.

Bestrophin-1 vermittelt wahrscheinlich eine kombinierte und abgestimmte Reaktion
der Ca** Freisetzung zwischen ER Ca®" Speichern und L-Typ Kanalen (Rosenthal,
Bakall et al. 2006; Zhang, Stanton et al. 2010). Das Protein fungiert einerseits als CI’
Kanal des ER, wobei Bestrophin-1 durch den Transport von CI lonen in ER Ca?
Speicher als Ladungsausgleich fiir eine korrekte Beladung mit Ca®* lonen oder an
der Ca®" Freisetzung aus dem ER beteiligt ist (Barro-Soria, Aldehni et al. 2009;
Neussert, Muller et al. 2010). Wenn mutantes Bestrophin-1 Protein also seine
Funktion nicht mehr hundertprozentig wahrnehmen kann, kénnte die nachfolgend an
eine MerTK Aktivierung tiber den IP; Signalweg induzierte Ca?* Freisetzung aus dem
ER gestort sein (Heth and Marescalchi 1994). Andererseits wurde gezeigt, dass
Bestrophin-1 in den SOCE des RPE involviert ist (unverdffentlichte Daten). Die
Reduktion oder der Verlust von Bestrophin-1 kdnnte so zu einer verminderten SOCE
Aktivierung fohren und damit Verdnderungen in der Regulation der Phagozytose
verursachen. Diese Hypothese wurde im weiteren Verlauf der Arbeit Gberprtift.

Bestrophin-1 reguliert Ca,1.3 L-Typ Kanale (Rosenthal, Bakall et al. 2006; Reichhart,
Milenkovic et al. 2010). In Uberexpressionsstudien wurde gezeigt, dass Bestrophin-1
einen direkten Interaktionspartner von Ca,1.3 L-Typ Kanélen im RPE darstellt. Dabei
moduliert Bestrophin-1 L-Typ Kanale des RPE Uber eine direkte Interaktion zwischen

prolin-reicher Domane und SH3 Domane der B-Untereinheit der L-Typ Kanéle
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(Reichhart, Milenkovic et al. 2010; Milenkovic, Krejcova et al. 2011). Eine gestorte
Interaktion verandert die Ca,1.3 Strome. Die pharmakologische Blockierung der L-
Typ Ca?* Kanale fihrte im in vitro Experiment zu einer Verminderung der
Phagozytose. Da Bestrophin-1 in elektrophysiologischen Analysen Ca,1.3 Strome
verringert ist zu erwarten, dass im Bestrophin-1 knock-down ein gegenteiliger Effekt
zum Tragen kommt. Eine fehlende Suppression der Kanalstréme durch das Protein
muindet in einem erhéhten Ca?* Einstrom und damit einer erhthten Phagozytose.

Diese Funktion kann fir die Phagozytose von grof3er Bedeutung sein.

4.1.4 Ca** Kanale

4.1.4.1 L-Typ Ca** Kanale

Ca,1.3 L-Typ Kanéle stehen in direkter Interaktion mit Bestrophin-1. Dabei moduliert
Bestrophin-1 Ca,1.3 Stréme, was Uber eine verminderte [Ca®*]; einen regulatorischen
Einfluss von L-Typ Kanalen auf die Phagozytose belegt. In weiteren Experimenten
sollte nun Uberprift werden, ob sich in den primaren porcinen RPE Zellen tber
pharmakologische Modulation eine Beteiligung von L-Typ Ca?* Kandlen an der
Regulation der Phagozytose nachweisen lasst. Die L-Typ Kanale werden durch ihre
Sensitivitat gegendber Dihydropyridinen (DHP) identifiziert (Striessnig 1999;
Catterall, Striessnig et al. 2003). Diese Derivate binden an die extrazellulare DHP-
Bindestelle an der Porenuntereinheit der Kanale. Der Einsatz von (+)-BayK8644 fuhrt
bis zu einer Konzentration von 10uM zu einer spezifischen Blockade der Kandle,
wogegen der DHP L-Typ Kanal Offner (-)-BayK8644 den offenen Zustand des
Kanals verlangert (Nowycky, Fox et al. 1985). Die Phagozytose wurde durch L-Typ
Kanal Blocker reduziert, kann aber nicht durch Kanal6ffner moduliert werden.

Die in dieser Arbeit beobachtete relativ niedrige, aber signifikante Reduktion der
Phagozytose bei Verwendung von (+)-BayK8644 um ca. 10 % deutet auf eine
geringe Beeinflussung des Prozesses durch L-Typ Kandéle hin. In der SV40-RPE
Zelllinie dagegen wurde konzentrationsabhéngig eine starke Inhibition der
Phagozytose (bis zu 51% in der Anbindung, bis zu 56% in der Aufhahme) mittels
Nifedipin Blockierung gezeigt (Karl, Kroeger et al. 2008). Ein moglicher Grund fur
diese Unterschiede kdnnte die in der Zelllinie verstarkte src-Kinase Aktivitat sein. Da
src-Kinase L-Typ Kandle aktiviert, ware somit ein erhéhtes Ausgangsniveau an L-Typ
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Kanalaktivitait gegeben, und die Blockierung mittels Nifedipin kénnte so einen
starkeren Effekt zeigen (Strauss, Buss et al. 2000). In der oben genannten
Publikation wurde jedoch auch eine andere Messmethode verwendet (Karl, Kroeger
et al. 2008). Dabei erfolgte die Markierung der OS mittels eines pH-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffes. Unter Verwendung extrazellularer Losungen
unterschiedlicher pH Werte war eine Unterscheidung zwischen angebundenen und
aufgenommenen OS madglich, bzw. die Messungen erfolgten teilweise mittels
Durchflusszytometrie. Anbindung und Aufnahme waren durch Nifedipin nachweislich
reduziert. Die in der vorliegenden Arbeit angewendete Methode beinhaltet die
Entfernung ungebundener OS durch mehrere Waschschritte mit PBS, unter
mechanischer Bewegung. Da die Phagozytose durch L-Typ Kanal Blockierung
reduziert ist, und die gemessenen Fluoreszenzwerte im Wesentlichen der Menge an
aufgenommenen Partikeln entsprechen, kdnnte aber auch bereits der erste Schritt
der Anbindung beeintrachtigt sein. Dieser Effekt wére vergleichbar mit dem der B5-
Integrin defizienten RPE Zellen in Kultur. Hier ist die Anbindung gestort, nachfolgend
ist die OS Aufnahme verringert, und eine verminderte Anzahl an phagozytierten OS
wird beobachtet (Nandrot, Kim et al. 2004).

Aus der genannten Publikation und der vorliegenden Arbeit geht unter Verwendung
unterschiedlicher Methoden somit ibereinstimmend hervor, dass L-Typ Ca*" Kanale,
die sowohl fur Nifedipine als auch fir (+)-BayK8644 sensitiv sind, am Prozess der
Phagozytose beteiligt sind. Dennoch kommt es in beiden Experimenten
ubereinstimmend zu keiner vollstandigen Beeintrachtigung der Phagozytoseleistung.
Dies durfte entweder darauf zuriickzufihren sein, dass endogen exprimierte L-Typ
Kanale, ob im RPE oder in den Haarzellen des Innenohres, durch (+)-BayK8644
generell nur zu 50% gehemmt werden kénnen, oder der Einstrom von Ca?* durch die
Kandale Uber die Zellmembran nur von bedingter Wichtigkeit fir den Prozess ist
(Knirsch, Brandt et al. 2007). Die Abwesenheit des zirkadianen Rhythmus im
Zellkulturexperiment konnte ebenfalls ein Grund fur den relativ schwachen Effekt
sein. AulRerdem koénnen auch noch andere Membrankanale fur den bendtigten

Einstrom von Bedeutung sein, wie im Verlauf dieser Arbeit weiter untersucht wurde.

Dass funktionelle Kanalen aus der Familie spannungsabhangiger Ca** Kanale im
intakten Auge vorhanden sind, ist durch die systemische Gabe von DHP

nachweisbar. Eine Verabreichung von Nimodipin fihrt in Mensch, Ratte und Maus zu
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Veranderungen des ,Lichtanstiegs® (LP) im DC-ERG, einem Signal das vom RPE
generiert wird (Marmorstein, Wu et al. 2006; Rosenthal, Bakall et al. 2006; Constable
2011). Die Funktionionalitat von Ca,1.3 Untereinheiten im RPE wurde durch einen
signifikant verkleinerten LP der Ca,1.3 -/- knock-out Maus belegt (Wu, Marmorstein
et al. 2007). In elektrophysiologischen Untersuchungen kultivierter RPE Zellen lassen
sich von den L-Typ Ca® Kandlen auf Funktionsebene nur Ca,1.3 Stréme
nachweisen. Sie sind durch eine niedrige DHP Sensitivitat, die spannungsabhangige
Aktivierung im sehr negativen Spannungsbereich, und die schnelle zeitabhangige
Aktivierung charakterisiert (Koschak, Reimer et al. 2001; Michna, Knirsch et al.
2003). In Studien zur Regulation der L-Typ Kanale wurde gezeigt, dass sie

mafRgeblich zur Erhdhung der [Ca®;

beitragen, obwohl die in RPE Zellen
vorhandenen Verdnderungen im Membranpotenzial der Zelle nicht grof3 genug sind
um spannungsabhéngige Ca®* Kanale zu aktivieren. Dies ist méglich durch die
phosphorylierungsabhéangige Aktivierung der Kanéle. Sie fuhrt dazu, dass sich die
spannungsabhangige Aktivierung der Kandle hin zu einem mehr negativen Potenzial,
naher am Ruhemembranpotenzial der RPE Zellen liegenden Potential, verschiebt

(Mergler and Strauss 2002; Rosenthal, Heimann et al. 2007).

Die Phagozytose von OS ist ein rezeptorvermittelter Prozess. Ein wichtiger Rezeptor,
Protein-Tyrosin Kinase Mer, ist fur die Aufnahme der Partikel in die RPE Zelle
unverzichtbar, wobei MerTK defiziente RPE Zellen nicht mehr in der Lage sind OS
aufzunehmen, OS aber noch binden (Chaitin, Hall et al. 1983; Vollrath, Feng et al.
2001; Hall, Obin et al. 2005). Eine pharmakologische Blockade der L-Typ Ca?®'
Kanale verringert die MerTK regulierte Phagozytose (Karl, Kroeger et al. 2008). Src-
Kinase spielt hier eine Rolle im Signalweg nachfolgend an die
Rezeptortyrosinkinase-Aktivierung. Wie Experimente in SV40-RPE Zellen belegen,
verhindert Src-Kinase Inhibition die Serumstimulierbarkeit der Phagozytose durch die
im Serum enthaltenen Liganden fiur MerTK ProteinS und Gas6. Eine
pharmakologische Blockade der L-Typ Ca?* Kanale fiihrt in Makrophagen oder Zellen
des Testis, wo MerTK als Rezeptortyrosinkinase in den Prozess involviert ist, zu
einer Reduktion der Phagozytose (Mano and Puro 1990; Tokuda, Mano et al. 1992).
Die L-Typ Kanal Aktivitdt scheint von einer inhibitorischen Funktion der MerTK
moduliert zu werden, welche in MerTK defizienten RPE Zellen nicht mehr vorhanden
ist, und daher in diesen Zellen eine erhohte Kanalaktivitat beobachtet wurde
(Strauss, Stumpff et al. 1998).
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Eine zweite fur die OS Phagozytose wichtige Gruppe von Rezeptoren sind die a,35
Integrine, welche die Anbindung der OS Partikel ans RPE vermitteln. Im knock-out
Modell weisen murine RPE Zellen ohne B5 Integrin eine reduzierte OS Phagozytose
auf, und der morgendliche Peak der Phagozytoseaktivitat fehlt (Nandrot, Kim et al.
2004). Src-Kinase scheint nun das direkte Bindeglied zwischen OS Rezeptoren und
L-Typ Ca®* Kanal darzustellen (Finnemann, Bonilha et al. 1997; Mergler,
Steinhausen et al. 1998; Strauss, Buss et al. 2000; Finnemann 2003). In RPE Zellen,
wie auch in verschiedenen anderen Zelltypen, wird eine Aktivierung von L-Typ Ca*
Kandalen durch Integrinrezeptor-Ligation beschrieben (Wu, Mogford et al. 1998; Gui,
Wu et al. 2006). Src-Kinase Aktivierung ist in der Initiationsphase der Phagozytose
nachfolgend an Stimulation von a,-Integrinen im RPE zu beobachten (Nandrot, Kim
et al. 2004). OS binden Uber RGD Motiv enthaltende Liganden an Integrinrezeptoren.
Es wurde in ARPE19 Zellen gezeigt, dass av-Integrin Stimulation, L-Typ Kanal
Strome im RPE moduliert (Karl, Kroeger et al. 2008). Eine Deaktivierung von ov-
Integrin fihrte zu verringerter L-Typ Kanalaktivitat, wogegen eine positive Stimulation
mit Liganden zur Erhohung der Kanalaktivitat fuhrte. RGD-Peptide, die spezifisch mit
Integrinen interagieren, und die RPE Phagozytose in vitro verringern, habe einen
deutlichen Effekt auf die L-Typ Kanal Aktivitat.

4.1.4.2 Orai-1 und SOCE

In RPE Zellen findet durch Speicherentleerung aktivierter Ca** Einstrom (SOCE,
engl. Store operated Ca®* entry) statt (Cordeiro and Strauss 2010). Hierbei steht der
Ca?" Einstrom uber geéffnete Orai-1 Kanale der Zellmembran mit dem Ca*'/IP;
Signalsystem der Zelle in Verbindung. Die raumlichen und zeitlichen Charakteristika
von Ca?* Signalen sind je nach Zelltyp, involvierten Rezeptoren und
Aktivierungsstatus der Zellen sehr verschieden (Nunes, Demaurex et al. 2010). In
der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob SOCE fir die Phagozytose im RPE von
Bedeutung ist, da bei Stimulation der RPE Zellen mit OS IP; als sekundarer
Botenstoff generiert wird (Heth and Schmidt 1991). Der knock-down von Orai-1
fuhrte in primaren porcinen RPE-Zellen in vitro zu keiner Veranderung der
Phagozytose des RPE.
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Makrophagen von STIM-1 knock-out Mausen zeigen dagegen eine Inhibition der
IgG-abhangigen Aufnahme im Phagozytoseprozess (Braun, Gessner et al. 2009). In
Drosophila wurde die Rolle von STIM-1 und Orai-1 in der Phagozytose apoptotischer
Zellen durch Makrophagen-ahnliche S2 Zellen gezeigt (Cuttell, Vaughan et al. 2008).
Auch in der Membran von Phagosomen neutrophiler Granulozyten wird vermutet,

dass SOCE Aktivitat zur Bildung der periphagosomalen erhohten [Ca®']

beitragt
(Lundqvist-Gustafsson, Gustafsson et al. 2000). In der Literatur fanden sich somit
viele Hinweise auf eine Rolle von SOCE im Phagozytoseprozess (Steinckwich,

Schenten et al. 2011). Dies konnte so fur das RPE nicht bestatigt werden.

4.1.4.3 TRP Kanale vom Vanilloid-Rezeptor Subtyp

Die Untersuchungen weisen auf eine Rolle von TRPV Anionen Kandlen in der
Generierung intrazellularer Ca®* Signale zur Regulation der Phagozytose hin. Eine
direkte Blockierung von TRPV-Kanalen im RPE durch Ruthenium Rot (RuR) bewirkte
eine Verminderung der Gesamtphagozytose in Experimenten in vitro, wogegen
100uM 2-Aminoethoxydiphenyl borate (2APB), was zur Aktivierung der Kanale fuhrt,
eine Erh6hung bewirkte. RuR inhibiert alle TRPV Kandle, ungeachtet der
unterschiedlichen Subtypen (Clapham, Runnels et al. 2001). Die Wirkung von 2APB
ist nicht einheitlich an allen TRP Kanéalen. Wahrend einige inhibiert werden, wirkt
2APB in hohen Konzentrationen aktivierend auf die im RPE exprimierten TRPV1, 2,
3 (Hu, Gu et al. 2004; Colton and Zhu 2007).

Eine Rolle von TRPV Kanélen in der Anbindungsphase der Phagozytose von
Makrophagen wurde beschrieben. In TRPV2 defizienten Mausen ist die
Partikelbindung und Aufnahme beeintrachtigt (Link, Park et al. 2010). In friheren
Arbeiten wurde gezeigt, dass die Bindung in Makrophagen, im Gegensatz zum RPE,
Ca®" unabhangig ist (Greenberg, el Khoury et al. 1991). In wildtyp Makrophagen ist
die Partikelbindung nicht beeintrachtigt, wenn sich die Zellen in einer Ca** freien
extrazellularen Lésung befinden, und auch intrazellulares Ca?* mittels BAPTA
Chelatoren abgefangen wird (Link, Park et al. 2010). Die Autoren schlussfolgern,
dass der Einstrom von Na® lonen und die resultierende Depolarisation der
Zellmembran, zur vermehrten Synthese von PI(4,5)P2 fuhrt, und dadurch Aktin-

depolymerisation und FcR clustering unterstiitzt. Die Autoren zeigen eine src-Kinase
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und PI3-Kinase abhangige TRPV2 Rekrutierung zu den Phagosomen, welche auch
in die Signaltransduktion der RPE Phagozytose involviert sind (Eliceiri, Puente et al.
2002; Law, Ling et al. 2009). Somit kontrollieren TRPV2 die Rate der Phagozytose
von Makrophagen indirekt, wie dies auch fir ihre Rolle in der RPE Phagozytose
vorstellbar wéare. Da TRPV Ca** permeabel sind, wére ebenso eine weitere Funktion
von TRPV2 in der Regulation spaterer Schritte des Phagozytoseprozesses durch
lokale Ca®" Signale denkbar. Diese Mdglichkeit miiBte erst noch untersucht werden,
es bestehen aber einige Hinweise darauf. TRPV2 wurde in Makrophagen und J774
Zellen in Fraktionen friher Endosomen gefunden (Wainszelbaum, Proctor et al.
2006). Eine andere Gruppe konnte in HEK293 Zellen in vergro3erten frihen
Endosomen Strome mit einer TRPV2 Charakterisitk messen (Saito, Hanson et al.
2007), und folgerte daher TRPV2 kdnnte an der Fusion von frihen Endosomen und

deren Reifungsprozessen beteiligt sein.

Die Absorption von Licht fuhrt zu einem Anstieg der Temperatur auf Gber 40°C im
RPE/Choroid Komplex (Parver, Auker et al. 1980). In RPE Zellen wurde die
hitzeinduzierte Aktivierung von TRPV Kanélen beobachtet (Cordeiro, Seyler et al.
2010). Der zirkadiane Rhythmus der Phagozytose besteht in absoluter Dunkelheit fur
mehrere Tage weiter, allerdings war die Anzahl an Phagosomen zum Zeitpunkt der
vermeintlichen Peakaktivitat deutlich niedriger als unter Lichteinfluss (LaVail 1976).
Mit Beginn der Lichtphase kénnten TRPV Kanéle vermehrt aktiviert werden, und
maoglicherweise nétig sein, um die volle Amplitude des Rhythmus aufrecht zu
erhalten, die lichtvermittelt getriggert wird. Die pharmakologische Modulation der
TRPV Kandle liefert einen Anhaltspunkt fur deren Beteiligung am
Phagozytoseprozess im RPE. Um diese Ergebnisse auf die in vivo Situation zu
Ubertragen, miussten jedoch weitere Untersuchungen im Tiermodell von TRPV2
knock-out Mausen vorgenommen werden. Es ware hier sehr interessant den

Rhythmus im Phagozytoseprozess genauer zu untersuchen.

86



Diskussion

1.5 BK K* Kanéle

Viele RPE Zellfunktionen werden durch Ca®" Signale reguliert (Strauss 2005).
Verschiedene Stimuli filhren dabei zu Anstiegen der [Ca®'], die durch eine
Aktivierung von L-Typ Kanélen generiert werden. Beispielsweise fuhrt der
Wachstumsfaktor bFGF (engl. basic fibroblast growth factor) zu einer L-Typ Kanal
Aktivierung, die fir eine Ca*'-induzierte Sekretion von VEGF (engl. vascular
endothelial growth factor) verantwortlich ist (Rosenthal, Malek et al. 2005). Die Zelle
braucht somit Mechanismen zur Feinregulation der Ca?* Signale, um diese Prozesse
zu kontrollieren. Die Interaktion von BK und L-Typ Kanélen linearisiert das Verhaltnis

von Membranpotential zu [Ca®"]

Uber einen grolReren Potentialbereich. Zusatzlich
wird die [Ca®']i durch Membrantransporter und Pumpen kontrolliert, die einen
Ausstrom von Ca”** aus dem Zytosol erméglichen (Mangini, Haugh-Scheidt et al.
1997). Dieser Mechanismus ist aber wesentlich weniger effizient, und kann nur
bedingt einem starken Einwartsstrom von lonen Uber die Kanéle entgegenwirken.
Eine Beteiligung von BK Kanalen an der Terminierung von Ca®*Signalen ist bekannt
(Ghatta, Nimmagadda et al. 2006; Wimmers, Karl et al. 2007). In dieser Arbeit wurde
nun untersucht, ob der Ca®" abhangige Prozess der Phagozytose auch durch die BK
Kanalaktivitat moduliert wird. Eine Blockierung von BK Kandalen durch Paxillin, einem
mykogenem Indolalkaloid (Zeng, Gordon et al. 2008) , fuhrte konzentrationsabhéangig

zu einer Verminderung der Phagozytose.

Erste Hinweise auf eine Komplexbildung zwischen BK und Ca,1.3 stammen aus
einer Arbeit, wo Uber Ko-immunoprezipitation eine Interaktion von BKa und den L-
Typ Kanal a—Untereinheiten Ca,1.2 und Ca,1.3 gezeigt wurde (Grunnet 2004). Der
molekulare Mechanismus, Uber den beide Kandle in Verbindung stehen, wurde als
eine direkte Kanal-Kanal Interaktion identifiziert (Berkefeld, Sailer et al. 2006). Die
gebildeten BK-Ca, Superkomplexe entstehen durch eine direkte Interaktion der
porenbildenden a-Untereinheiten, vermutlich durch einen Kontakt zwischen Teilen
ihrer Transmembrandomanen (Berkefeld, Fakler et al. 2010). ,Ca®*" Nanodomanen*
sind fur BK Kandle sehr wichtig, den nur in engster Umgebung der Ca, Kanéale wird
eine solch hohe Ca?* Konzentration im mikromolaren Bereich erreicht, wie sie zur BK
Aktivierung benétigt wird. Andere Ca?* abhangige Prozesse in der Zelle werden
davon nicht beeinflusst. Die Aktivitat von BK wird somit streng kontrolliert durch den

Cay Interaktionspartner.
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Im RPE wurde gezeigt, dass BK Kanale durch einen uber die Offnung

> aktiviert

spannungsabhangiger L-Typ Ca?" Kanale vermittelten Anstieg der [Ca
werden (Wimmers, Halsband et al. 2008). Die Autoren beobachten nachfolgend
einen negativen Kontrollmechanismus, indem der BK Strom zur Kontrolle der L-Typ
Ca?" Kanalaktivitat beitragt, und diese deaktiviert. Bei BK Blockierung kann der
negative Ruckkopplungsmechanismus von BK zur Terminierung der Ca, Strome
nicht greifen. Es kommt allerdings nicht zu einer Steigerung der Ca, abhangen
Phagozytosefunktion. Diese direkte Kopplung scheint hier in der in vitro Phagozytose
keine Rolle zu spielen. Denkbar ware natirlich auch, dass die Zelle kompensatorisch
andere Mechanismen benutzt, um sich vor einem erhéhten Ca®* Einstrom zu
schitzen. Andererseits kdonnte in diesem Experiment auch der Effekt der positiven
Ruckkopplung auf TRP Kanale zum Tragen kommen. Dadurch, dass keine starke
Hyperpolarisation des Membranpotentials durch BK vorhanden ist, fehlt die zur

Stabilisierung der [Ca]; Erhthung notwendige Triebkraft fir den Ca?* Einstrom.

1.6 Modell zur lonenkanalinteraktion in der Regulation der

Phagozytose

Die in vitro gewonnenen Daten zeigen eine funktionelle Rolle der Kanale TRP,
Ca,1.3, Bestrophin-1 und BK in der Regulation der Phagozytose. Sie wird durch die
genannten lonenkanéle unterstitzt oder getriggert, indem sie entweder Regulatoren
fur Ca** Kanale sind, selbst als Ca** Eintrittswege tber die Zellmembran dienen,

oder die treibende Kraft fiir den Ca®* Einstrom regulieren.

Bestrophin-1 interagiert direkt mit Ca,1.3 L-Typ Kanélen, indem es Ca,1.3 Strome

11, und reduzierten Phagozytose. BK

verringert. Dies fuhrt zu einer verminderten [Ca
Kanale kénnten nach den Erkenntnissen aus der in vitro Situation Uber zwei
mogliche Wege den Einstrom von Ca®" lonen tber die Zellmembran regulieren.
2+]_

I

Aktiviert durch einen Anstieg der [Ca“"];, erfolgt iiber BK Kanéle ein K™ Ausstrom aus

der Zelle. Uber eine Re/Hyperpolarisation des Membranpotentials nimmt dieser

Einfluss auf die [Ca®*].

Durch eine negative Ruckkopplung auf L-Typ Kanéle besteht
die Moglichkeit, dass die Repolarisation des Membranpotentials zur Deaktivierung
von Ca,1.3 Kanalen fiihrt, deren Offnungszeit verkirzt, und damit eine Terminierung

des Ca?' Einstroms bewirkt.
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Die zweite Mdglichkeit ware ein positiver Ruckkopplungsmechanismus von BK zur
TRP Kanalaktivitat. Die Anstiege der [Ca?']; durch Ca®* Einstrom Uber die Membran
hangen vom elektrochemischen Ca?* Gradienten ab, der durch das
Membranpotential bestimmt wird. TRP Kanédle ermdglichen den Einstrom positiv
geladener lonen wie Na* oder Ca*" in die Zelle. Der Ca?* Einstrom iiber TRPV
konnte zur Ca** abhangigen Offnung von BK fiihren, oder die durch Kationen
Einstrom generierte Depolarisation der Zellmembran fuhrt zur BK Offnung. Die
Depolarisation des Membranpotentials wird kompensiert durch die Aktivierung von
Ca** abhangigen K* Kanélen. Sie leiten damit eine Membranhyperpolarisation ein,
stabilisieren somit die Triebkraft fiir Ca®*, und rufen damit eine Verlangerung der
[Ca**]; Erhohung hervor. Vorstellbar ware auch, dass zu verschiedenen
Tageszeitpunkten BK Kanale unterschiedliche Aufgaben haben. So kdnnte am
Morgen durch den positiven Riickkopplungsmechanismus ein verstarktes Ca** Signal
zum Start der Phagozytose erzeugt werden, wogegen am Nachmittag der negative
feed-back Mechanismus greift, um ein sicheres Abschalten der Phagozytose
herbeizufilhren. So beeinflussen BK Kanale die Amplitude und Dauer von Ca?*
Signalen und nehmen somit einen Einfluss auf nachfolgende Signalwege in der

2+]i

Zellen, die durch Veranderungen der [Ca“']; beeinflusst werden.

Weiterhin ware es vorstellbar, dass beide Mechanismen miteinander interagieren.
Die TRP Kanal induzierte Membrandepolarisation kdnnte als Trigger zur Aktivierung
der spannungsabhangigen Ca** Kanale dienen, und somit die treibende Kraft fiir den
Ca?" Eintritt Giber die Zellmembran darstellen. TRP sind wichtig fiir die Regulation der
Aktivitat von Ca, Kanalen. Somit konnten TRP Uber ihren Einfluss auf Ca, Kanéale an
der Phagozytoseregulation beteiligt sein. Andererseits konnte auch die BK
abhangige Hyperpolarisation das Membranpotential im Bereich der L-Typ Kanale
halten, und damit einer weiteren Depolarisation durch TRP Kanalaktivitat
entgegewirken. Uber dieses System kommt es zu einer Feinabstimmung des

elektrochemischen Gradienten fur Ca?*.

Zur Interpretation der in vitro gewonnenen Ergebnisse muss beachtet werden, dass
zur in vivo Situation ein grof3er Unterschied besteht. In Kultur fehlen Einflisse durch
einen zirkadianen Trigger, die zu einer koordiniert regulierten Expression der
lonenkanéle fuhrt. Es ist also méglich, dass in vivo zu unterschiedlichen Tageszeiten

verschiedene Mechanismen zum Tragen kommen. Die RPE Zellen in Kultur dagegen
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befinden sich in einer Art ,Mischstatus®, der zwischen Tag und Nachtprofil liegt.
Deshalb kann moglicherweise der beobachtete Einfluss der einzelnen Mechanismen

nicht so stark greifen und Unterschiede nicht so deutlich herausgearbeitet werden.

+ +
Elektrischer - Chemischer
Gradient Konzentrations-
Gradient der
Ca?* Ionen

extrazellulér

120mM ClI-
5mM K*

Zellmembran

50mM Cl-
120mM K*
intrazelluldr

Abbildung 4.1: Model zur Interaktion der in die Regulation der Phagozytose
involvierten lonenkanale.
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4.2 Untersuchungen zur Beteiligung von lonenkanalen

an der Regulation der Phagozytose des RPE in vivo

In Phagozytose in vitro Experimenten kultivierter RPE-Zellen konnten mehrere an der
Generierung und Modulation intrazellularer Ca?* Signale beteiligte lonenkanéle
identifiziert werden, die eine Rolle in der Regulation der Phagozytose spielen. Im
zweiten Teil der Arbeit wurde nun Uberprift, ob zwei der Kandidaten, Ca,1.3 und BK,
Einfluss auf den rhythmisch ablaufenden Prozess der Phagozytose im Mausmodell

haben.

Mit dem hier verwendeten Ansatz konnten Phagosomen im RPE unter Verwendung
eines Rhodopsinepitope detektierenden Antikdrpers fluoreszenzmikroskopisch
nachgewiesen werden. Die in der Literatur beschriebene Rhythmik der Phagozytose
mit einer hohen Phagosomenzahl in den ersten zwei Stunden nach Beginn der
Lichtphase, und einer sehr niedrigen Zahl im Tagesverlauf, lies sich reproduzieren
(LaVail 1976; Nandrot and Finnemann 2008). Mit dem Antikérper 1D4 von Molday
wurden immer basolaterale Phagosomen detektiert. Der Prozess der Phagozytose
beginnt mit der Partikelaufnahme an der apikalen Membran der polarisierten RPE
Zelle. Phagosomen verbleiben nur kurze Zeit im apikalen und zentralen Teil der
Zelle, werden zugig zur basolateralen Membran transportiert, und dort degradiert
(Herman and Steinberg 1982). Der Antikdrper 1D4 erkennt ein c-terminales Epitop
von Rhodopsin, an der zytoplasmatischen Seite der Diskmembranen (Molday and
MacKenzie 1983). Proteinmodifikationen durch Proteasen gehen einher mit
Konformationséanderungen des Proteins. So ist anzunehmen, dass zum Zeitpunkt
des fortgeschrittenen Verdaus das Epitop erst zuganglich wird. Eine andere
Arbeitsgruppe zeigte dagegen in elektronenmikroskopischen Untersuchungen zu
Transport und Reifung der Phagosomen im RPE eine Markierung friher Endosomen
durch den verwendeten anti-Rhodopsin Antikdrper (Seabra et al., unveréffentlicht).
Dies wurde fur einen schnellen Transport der Phagosomen sprechen, so dass sich
bereits 30 min nach Beginn der Lichtphase die meisten in der basolateralen Region

der Zelle befinden.
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4.2.1 Untersuchungen im Ca,1.3-/- und BK-/- Mausmodell

Aus den durchgefiihrten Untersuchungen konnte Ubereinstimmend in vitro und in
vivo ein Einfluss der BK und Ca,1.3 Kanalaktivitat auf die Regulation der rhythmisch
ablaufenden Phagozytose nachgewiesen werden. In den Ca,1.3 defizienten Tieren
konnten mit einer leicht verringerten Phagosomenanzahl zum Zeitpunkt der
Phagozytose Maximalaktivitat und einer im Vergleich zu den Kontrolltieren erhéhten
Menge an Phagosomen am Nachmittag, leichte, aber signifikante Veranderungen
beobachtet werden. Dies steht in Ubereinstimmung zu den in vitro Daten, in denen
sich ein relativ kleiner Effekt der pharmakologischen Kanalblockierung zeigte. Auch
in den BK knock-out M&usen zeigten sich signifikante Unterschiede im rhythmischen
Prozess. Am Morgen weisen knock-out Tiere eine hohe Phagozytoseaktivitat auf,
zum Zeitpunkt der Maximalaktivitat zeigt sich jedoch eine geringere Anzahl an
Phagosomen. Am Nachmittag liegt eine im Vergleich zu den Kontrolltieren niedrigere

Menge an Phagosomen vor.

Ca,1.3 Kandle sind fiur die Ca* Homoostase des RPE und damit die
Phagozytosefunktionen von groR3er Bedeutung. Knock-out Tiere sind nicht komplett
defizient in ihrer RPE Phagozytose. Sie weisen keine groben Veranderungen der
Retinastruktur oder einen Verlust von Neuronen in den nukledren Schichten auf,
einzig eine morphologische Verdnderung an der Photorezeptorsynapse wurde
beschrieben (Busquet, Nguyen et al. 2010). Mdglicherweise kénnte im Ca,1.3 knock-
out Modell die Defizienz zumindest teilweise von Ca,1.2 funktionell kompensiert
werden, da beide Kandle im RPE exprimiert sind. Bisher wurden jedoch keine
Hinweise auf eine Hochregulation der Ca,1.2 Expression im Ca,1.3 knock-out Modell
in der Retina beschrieben (Busquet, Nguyen et al. 2010). Fur den direkten
Mechanismus des Phagozytoseprozesses sind wohl die beschriebenen Rezeptoren
und Molekile wie avB5 Integrin, MerTK, FAK von entscheidender Bedeutung. Die
Membrankandle mit den von ihnen erzeugten zytosolischen Ca?* Erhéhungen
konnen auf die Phagozytose-Signalwege Einfluss nehmen. Uber die Modulation
einzelner Schritte in der Signalkette kann somit der zirkadiane Rhytmus bewirkt oder

getriggert werden.

Ca,1.3-/- Mause zeigen eine Veranderung der zirkadianen Regulation der
Kdrpertemperatur. Wahrend morgens zum Zeitpunkt der erhdhten Temperatur beide

Gruppen gleich sind, zeigen knock-out Tiere zu spateren Tageszeitpunkten eine
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niedrigere Temperatur (Busquet, Nguyen et al. 2010). Erstaunlicherweise weisen die
Ca,/1.3-/- Mause in Verhaltensversuchen jedoch einen normalen Tag-Nacht
Rhythmus in ihrer spontanen homecaging Aktivitdt auf (Busquet, Nguyen et al.
2010).

Der Ca?* Einstrom Uber Ca,1.3 Kanale ist an der Regulation der Phagozytose
beteiligt. Eine mogliche Hypothese zur Erklarung der Befunde wére, dass die
Expression der Ca,1.3 Kanéale im RPE an bestimmten Tageszeiten unterschiedlich
stark ist. Es gibt Hinweise darauf, dass die Expression der Kanale selbst einem
zirkadianen Rhythmus folgt. Die ol Kanaluntereinheiten zeigen auf mRNA- und
Protein-Ebene in Hihnchen Photorezeptoren und Fisch Bipolarzellen rhythmische
Expressionlevel (Hull, Studholme et al. 2006; Ko, Liu et al. 2007; Ko, Jian et al. 2009;
Ko, Shi et al. 2009). Ebenso wurde in Photorezeptorzellen eine héhere maximale
Stromamplitude von L-Typ Kanalen um Mitternacht als mittags beobachtet (Hull,
Studholme et al. 2006; Ko, Liu et al. 2007). Denkbar ware, dass auch im RPE die
Membranexpression einem zirkadianen Rhythmus folgt und so zu manchen

Zeitpunkten ein Einfluss besteht, an anderen nicht.

Es fehlt bisher noch ein umfassendes Verstandnis wie ,molekulare Uhren und
lonenkanal-Rhythmen miteinander in Verbindung stehen. Bekannt ist, dass
Oszillatoren Uber den Mechanismus einer direkten Kontrolle der Transkription und
Translation von L-Typ und BK lonenkanéalen regulierend eingreifen (Pennartz, de Jeu
et al. 2002). Ein rhythmischer Transport der Kanale zur Zellmembran hin, und ein
damit regulierter Ein- oder Ausbau aus der Membran ware denkbar. Weitere
Mechanismen konnten die posttranslational Modifikation wie Phosphorylierung, die

Bindung von Kofaktoren, oder die Verteilung der Kanéle in der Membran darstellen.

Ein Beispiel wie Kandle selbst in ihrer Rhythmik durch die Oszillatoren, dem
zirkadianen output, beeinflusst werden, ist die Regulation spannungabhangiger Ca?*
Kanale. Der MAPK-CaMKII Signalweg und der PI3 Kinase — Protein kinase B
(Akt)Signalweg, tragen zur zirkadianen regulierten Funktionalitdt von L-Typ Kanélen
bei, indem sie den Transport zur Plasmamembran, und den Einbau in die Membran
aktivieren (Le Blanc, Mironneau et al. 2004; Ko, Jian et al. 2009; Ko, Shi et al. 2009).
Andererseits filhrt der Ca** Einstrom Uber L-Typ Kanale zu Veranderungen in
Signalwegen, dem zirkadianen Input, die die Gene der Molekularen Uhren und

nachfolgend cAMP Signalwege, die Gen- und Proteinexpression von AA-NAT
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(Arylalkylamine N-aceteyltransferase), einem Hauptenzym im Melatoninsyntheseweg

und die Melatoninproduktion beeinflussen.

Aus Untersuchungen am Ca,1.3-/- Mausmodell gibt es Hinweise auf Modulationen
von anderen grundlegenden zirkadianen Rhythmen. Vorgegeben werden solche
Rhythmen in Physiologie oder Verhalten von Organismen durch biologische Uhren
Die molekulare Grundlage bildet dabei ein feedbackloop von Transkriptionsfaktoren
(Tosini, Pozdeyev et al. 2008). Viele Gewebe besitzen eigene Uhren, die vom
zentralen Rhythmusgeber im Gehirn (SCN) aufeinander abgestimmt, und an den
Tag/Nacht Rhythmus der Umwelt angeglichen werden. Die Retina beinhaltet in
unterschiedlichen  retinalen  Schichten, darunter = Photorezeptoren  oder
Ganglienzellen, autonome zirkadiane Oszillatoren, die eine Anpassung an stark
unterschiedliche Beleuchtungsverhéltnisse zwischen Tag und Nacht ermoglichen
(Guido, Garbarino-Pico et al. 2010). Sie besitzen alle bekannten Komponenten der
molekularen Uhren, und sind damit in ihrem Einfluss auf die Modulation der
lonenkanalexpression vollig unabhangig vom SCN (Terman, Reme et al. 1993;
Tosini and Menaker 1996).

Der L-Typ Ca?* Kanal-Rhythmus ist funktionell wichtig fiir die zirkadiane Kontrolle der
Melatoninsynthese (Ko, Shi et al. 2009). In vielen Vertebraten wird Melatonin von der
Retina selbst synthetisiert und unter zirkadianer Kontrolle sezerniert, mit einem
hoheren Level in der Nacht als am Tag (Cahill and Besharse 1993; Ivanova and
luvone 2003; Guido, Garbarino-Pico et al. 2010). Fir die nachtlich erhéhte AANAT
Aktivitat, einem Hauptenzym im Syntheseweg, und die folglich erhéhte
Melatoninmenge, ist der Ca®" Einstrom (iber L-Typ Kanale und die cAMP level
wichtig. Wenn diese Kanale mit DHP inhibiert werden, kommt es zu einer
Unterdriickung der AANAT Aktivitat und der nachfolgenden Melatoninsynthese und-
ausschuttung (lvanova and luvone 2003).

Eine mogliche Hypothese zur Erklarung der Beobachtungen im Ca,1.3 Mausmodell
waren Veranderung in der Ca®* Homdostase, hervorgerufen durch fehlende Ca,1.3
Kanalaktivitat, die sich nachfolgend auf die Melatoninsynthese auswirken. Einerseits
wurde beschrieben, dass Melatonin in den rhythmischen Prozess der OS Abstof3ung
und Phagozytose durch das RPE involviert ist (Besharse and Dunis 1983; Ogino,
Matsumura et al. 1983; White and Fisher 1989). Nach dieser Hypothese kodnnte

Melatonin, sezerniert von den Photorezeptoren tUber Nacht, an Melatoninrezeptoren
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im RPE binden, und so zur Regulation zirkadian regulierte Prozesse im RPE
beitragen. Der genaue molekulare Mechanismus ist nur unvollstandig verstanden
(Wiechmann and Summers 2008). Eine fehlregulierte Melatoninsynthese kodnnte
Stérungen im Rhythmus der Phagozytose zur Folge haben. Allerdings gibt es auch
gegenteilige Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe, wonach Melatonin
keinen Einfluss auf die Phagozytose besitzt (Grace, Chiba et al. 1999). Humane und
Ratten RPE Zellen exprimieren Melatoninrezeptoren (luvone and Gan 1994; Nash
and Osborne 1995). Interessanterweise wurde der in der Retina am haufigsten
vorhandene Subtyp Mel;, im Bereich der apikalen Mikrovilli im RPE gefunden, nicht
jedoch in der basalen Membran (Wiechmann, Udin et al. 2004). Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass RPE Zellen eher durch das von Photorezeptoren gebildete
Melatonin, als durch im Blutstrom zirkulierendes beeinflul3t werden (Wiechmann and
Summers 2008).

Die BK vermittelte Modulation der [Ca®]i Signale durch einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus auf Ca,1.3 spielt in der Regulation der rhythmischen
Phagozytosefunktion der RPE Zellen eine wichtige Rolle. Uber die zirkadiane
Regulation von BK Kanalen in der Vertebraten Retina ist sehr wenig bekannt. In
Drosophila wurde ein rhythmisches Expressionsmuster von Slowpoke (slo) und
Slowpoke Binding Protein (Slob), einem Modulator der Kanalaktivitat, in
Fiegenkopfen gezeigt (Ceriani, Hogenesch et al. 2002) und dessen Rolle fur die
rhythmische Bewegungsaktivitat der Tiere. In den Photorezeptoren der Fliegen
wurde rhythmische Expression der Slob nachgewiesen (Jaramillo, Zheng et al.
2004). Diese Arbeiten belegen somit, dass die Expression des lonenkanals und
seiner Modulatoren einer rhythmischen Regulation unterliegt. Dabei kann diese

periodische Regulation zeitabhangig ganz unterschiedliche Reaktionen hervorrufen.

Aus Untersuchungen am BK-/- Mausmodell weil3 man, dass BK Kanéle einen
starken Einfluss auf zirkadiane Rhythmen haben, indem der output des SCN
geschwacht ist. Die BK-/- Tiere zeigen noch zirkadiane Rhythmen, aber das Ausmal}
der Tag/Nacht Unterschiede ist sehr reduziert, und die Periode des biologischen
Rhythmus leicht verlangert. Niedrigere Amplituden und Robustheit des zirkadianen
Rhythmus in Laufradaktivitat, Homecaging und Kdrpertemperatur wurden beobachtet
(Meredith, Wiler et al. 2006). Es wurde gezeigt, dass BK Transkription und

Proteinmenge im SCN der Mause rhythmisch variieren (Panda, Antoch et al. 2002;
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Meredith, Wiler et al. 2006), wobei die BK Proteinexpression und Strome nachts am
grol3ten sind (Pitts, Ohta et al. 2006). Zirkadiane Rhythmen in der Retina sind vollig
unabhangig vom SCN (Rankin, Yocum et al. 1993). Hier besteht aber ebenso die
Moglichkeit, dass BK Rhythmik zum output der zirkadianen Oszillatoren beitragen
(Vandael, Marcantoni et al. 2010).

Die Veranderungen in der Phagozytose-Rhythmik sind scheinbar nicht essentiell fur
die retinale Struktur und Funktion. Ma&use mit einer BK Defizienz weisen im Alter von
2 Monaten eine normale Anatomie der Retina und Photorezeptoraktivitat in ERG
Messungen auf (Tanimoto, Sothilingam et al. 2012). Zu einem anderen Ergebnis
gelangt man jedoch durch die Untersuchung >1 Jahr alter Tiere. Hier scheint die
morphologische Grobstruktur der Retina auf den ersten Blick intakt zu sein, in der
genauen Analyse der Retinastruktur zeigte sich jedoch histologisch eine Verkirzung
der AufRensegmente der Photorezeptoren in BK-/- Tieren. Weitere Hinweise auf
Verkirzung der OS geben Messungen zum Rhodopsingehalt der Retinae, welcher in
den knock-out Tieren ebenfalls verringert war, und ERG Messungen >1 Jahr alter
Tiere (Daten nicht gezeigt), die eine verkleinerte a-Wellen Amplitude aufweisen.
Vergleichbare Beobachtungen wurden in der Gas6 Knock-out Maus gemacht (Hall,
Obin et al. 2005). Hier zeigen in vitro Daten klar die Rolle von Gas6 in der
Phagozytose, Gas6 knock-out Mause haben jedoch eine normale Morphologie der
Retina und weisen keine von den OS kommenden Ablagerungen an der
Kontaktflache RPE/Photorezeptoren auf. In den von mir untersuchten BK defizienten
Mausen weildt die Phagozytose eine zirkadiane Rhythmik mit zeitlicher
Verschiebungen auf. Die RPE Zellen sind inder Lage das Mehr an Phagozytose zu
bewaltigen, und den Verdauungsprozess der Phagosomen fortzufiihren. Im BK-/-
Méausen sind keine vermehrten Ablagerungen von autofluoreszentem Material im
RPE zu finden. Anders dagegen im B5-Integrin knock-out Mausmodell, welches
Einschrankungen in der Phagozytoseleistung aufweist (Nandrot, Kim et al. 2004).
Hier bewirkt der Verlust der zirkadianen Rhytmik, dass die zellulare Maschinerie nicht
fur den Verdau der Phagosomen eingestellt ist, und es kommt zur Lipofuszin
Akkumulation. Zusammenfassend ist im BK-/- Mausmodell eine Zeitabhangigkeit der
Dysbalance in der Phagozytose beobachtbar. Dabei kommt es zu einer verminderten

Koordination zwischen Abschnirung und Phagozytose der OS.
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