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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mutationen im BEST1 rufen eine Reihe retinaler Erkrankungen hervor, darunter die
Best’'sche vitelliforme Makuladystrophie (BVMD). Das Genprodukt von BEST1 ist
Bestrophin-1, welches grof3tenteils in der basolateralen Membran des retinalen
Pigmentepithels (RPE) zu finden ist. Es handelt sich hierbei um einen pentamerischen
Anionenkanal, der zudem als Regulator der intrazellularen Ca2*-Konzentration sowie
anderer lonenkanale fungiert. Da die physiologische Funktion nicht abschlie3end geklart
ist, sind auch die Pathomechanismen der BVMD bislang unklar. Ein
krankheitsverursachendes Phénomen besteht im Versagen des intrazellularen
Traffickings mutanter Bestrophine, welche ihre basolaterale Lokalisation verloren haben.
Es bestehen Hinweise auf eine maogliche Interaktion von Bestrophin-1 mit der kleinen
GTPase Rab27a, die an intrazellularen Transportprozessen beteiligt ist.

In der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, ob eine solche Wechselwirkung

existiert und welche Mechanismen ihr gegebenenfalls zugrunde liegen.

Zu diesem Zweck wurden mithilfe transfizierter CHO-Zellen Koimmunprazipitationen
zwischen Rab27a und wildtypischem Bestrophin-1 sowie verschiedenen mutanten
Formen durchgefihrt, darunter vier bekannte BVMD-assoziierte Mutanten (T6P, F80L,
R218C, F305S). Weitere Mutanten, zum Teil eigens dafur hergestellt, denen strategisch
einzelne Bereiche der Aminosauresequenz fehlten, wurden gezielt fur die Suche nach
einer Bindungsdoméne eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Koimmunpré&zipitation in allen Experimenten stattfand, diese war jedoch bei zwei der
naturlich vorkommenden Mutanten (T6P, F305S) deutlich eingeschréankt. Zusatzlich
wurden die Proteine in vivo in transfizierten CHO-Zellen immunzytochemisch untersucht.
Bei allen mutanten Bestrophinen war die intrazellulare Verteilung und Kolokalisation mit

Rab27a im Vergleich zum Bestrophin-1-Wildtyp beeintrachtigt.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Bestrophin-1 und Rab27a tatsachlich
interagieren. Es gelang bisher nicht, eine Interaktionsdoméne zu bestimmen. Jedoch
konnten zwei vielversprechende Bereiche identifiziert werden, die in Zukunft ndher
untersucht werden sollten. Da diese auch die Ca2*-Bindung des Bestrophin-1 vermitteln,
erscheint ein Einfluss von Ca2* auf die Interaktion wahrscheinlich. Eine Beteiligung
weiterer vermittelnder Interaktionspartner ist moglich. In der Pathogenese der BVMD

konnte Rab27a bei einigen Mutationen eine Rolle spielen, etwa indem durch eine
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Zusammenfassung

eingeschrankte Interaktion der subzellulare Transport oder die Kanaleigenschaften des
Bestrophin-1 beeintrachtigt oder Phagozytoseprozesse im RPE beeinflusst werden. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei verschiedenen ursachlichen Mutationen
unterschiedliche pathogenetische Mechanismen zum Tragen kommen. Rab27a ist
vermutlich nur bei einigen beteiligt und auch in diesen Fallen nicht alleine fir die typische

Symptomatik verantwortlich.



Abstract

Abstract

Mutations in BEST1 result in several different retinal degenerative diseases, amongst
them Best macular dystrophy. The gene product of BESTL1 is bestrophin-1, which can
mostly be found at the basolateral side of the retinal pigment epithelium (RPE).
Bestrophin-1 is a pentameric anion channel which also appears to function as a regulator
of the intracellular Ca2* concentration as well as a modulator of other ion channels. Since
the physiological function of bestrophin-1 is not yet fully discovered, pathomechanisms of
Best disease are still largely unknown. One pathogenic mechanism seems to involve
failure of intracellular trafficking of mutant bestrophin-1 resulting in loss of basolateral
localization. There are hints of a possible interaction of bestrophin-1 with Rab27a, a small

GTPase involved in intracellular transport mechanisms.

This study aims to detect whether there is such an interaction and on which mechanisms

this interaction is based.

Therefore, co-immunoprecipitation between Rab27a and both bestrophin-1 wildtype and
several mutant forms transfected into CHO cells was performed, some of the mutants
being associated with Best disease (T6P, F80L, R218C, F305S). Other mutants,
strategically missing parts of the amino acid sequence — some of which were specially
created for this purpose — were used to determine a possible binding domain. It could be
demonstrated that there is co-immunoprecipitation taking place in all the experiments,
though clearly attenuated in two of the naturally occurring mutants (T6P, F305S).
Additionally, immunocytochemical stainings were employed to further investigate the
proteins in vivo in transfected CHO cells. All mutant forms were shown to be mislocalized

and to exhibit reduced co-localization with Rab27a compared to bestrophin-1 wildtype.

These results show that there clearly is some kind of interaction taking place. So far, no
interaction domain could be identified. However, it was possible to determine two highly
promising domains which should be further investigated. These domains mediate
bestrophin-1 binding to Ca2*, making it probable that bestrophin-1/Rab27a interaction is
Ca?*-dependent. Other interposed interaction partners might mediate the binding. In the
pathogenesis of Best disease, Rab27a could possibly play a role, a reduced interaction
for instance leading to impaired subcellular transport or altered ion channel properties of
bestrophin-1 or playing a part in phagocytic processes in the RPE. The results indicate

that for different disease-causing mutations, distinct pathomechanisms come into effect.
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Abstract

Only for some of them Rab27a seems to be of importance, although even then it is

probably not responsible for all of the typical symptoms of Best disease.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Die Retina

Die Retina ist die sensorische Gewebsschicht am Augenhintergrund, in der Licht
wahrgenommen und in Nervenimpulse umgesetzt wird. Sie setzt sich aus mehreren, eng
miteinander interagierenden Zellschichten zusammen (Abb. 1.1). Die eigentlich
lichtsensitiven Zellen, die Zapfen und Stadbchen, befinden sich auf der dem Licht
abgewandten Seite, eingebettet in das retinale Pigmentepithel (RPE). Verschiedene
Arten von Interneuronen (Amakrinzellen, bipolare Zellen und Horizontalzellen)
verschalten diese Photorezeptoren untereinander und dienen der ersten Verarbeitung
der elektrischen Signale. In Form von Aktionspotentialen wird schlie3lich die visuelle

Information Uber Ganglienzellen an den visuellen Cortex weitergeleitet (Masland, 2012).

‘;VChoroid B pigment _Q““‘“ T BT 2\ o @ @) 6

epithelium

rods
cones

Retina

outer limiting
membrane

Miiller cells

horizontal
cells
bipolar
cells
amaﬁrine
cells

Optic nerve ganglion

cells

Ciliary body ne.ravyeefriber
—

inner limiting
membrane

Abb. 1.1: Anatomie des menschlichen Auges und der Retina. A: Visualisierung der
wichtigsten Strukturen des Auges in einem sagittalen Schnittbild. Quelle: Kolb, 2012 B:
Vereinfachte Darstellung der retinalen Zellen und Schichten. Quelle: Kolb, 2011

1.2 Aufbau und Funktionen des retinalen Pigmentepithels

Das RPE ist ein einschichtiges, polarisiertes Epithel, das die Retina begrenzt und von der
Chorioidea trennt. Mit zahlreichen wichtigen Funktionen tragt es wesentlich zur

Aufrechterhaltung der Sehfahigkeit des Auges bei (Abb. 1.2).

Apikal umgreift das RPE mit mikrovillaren Fortsétzen die Photorezeptoraul3ensegmente,
mit denen es eine enge funktionelle Einheit formt. Die basolaterale Membran des RPE
bildet zusammen mit der Bruch’schen Membran die &uf3ere Blut-Retina-Schranke.

Tight-junctions definieren das RPE als dichtes Epithel, sodass nur ein selektiver,
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kontrollierter Stoffaustausch zwischen dem subretinalen Raum beziehungsweise den
Photorezeptoren und dem Blut auf der transzellularen Route stattfinden kann. Einerseits
werden so Stoffwechselendprodukte der Retina entfernt, andererseits erfolgt die
N&ahrstoffversorgung der Photorezeptoren Uber diesen Weg. Bedingt durch die hohe
Stoffwechselaktivitat der Neuronen und Photorezeptoren der Retina und den
Augeninnendruck fallen im subretinalen Raum aul3erdem erhebliche Mengen an
metabolischem Wasser an, die in das Blut abtransportiert werden missen. Das RPE dient
deshalb auch dem Wasser- und lonentransport. Uber mehrere Mechanismen stellt das
RPE die fortbestehende Erregbarkeit der Photorezeptoren sicher. Ein stabiler
lonenhaushalt spielt dabei eine wichtige Rolle, um die korrekte Signalibertragung durch
Hyperpolarisation der im Dunkeln depolarisierten Photorezeptorzelle zu gewahrleisten.
Mit dieser Hyperpolarisation geht die Verminderung des Dunkelstroms im Photorezeptor
einher, wodurch die K*-Konzentration im subretinalen Raum von 5 auf 2 mM sinkt. Das
RPE kompensiert diese Schwankungen in der subretinalen K*-Konzentration durch den
Aus- oder Einstrom von K* durch die apikale Membran. Diese Kompensationsleistung
lasst sich im Elektroretinogramm (ERG) als c-Welle messen, deren Amplitude in der
GroRRenordnung derer liegt, die die neuronale Aktivitat reprasentieren. Entscheidend ist
auch die kontinuierliche Reisomerisierung von 11-cis-Retinal im Sehzyklus. Absorbiert
ein Rhodopsin-Molekil im Photorezeptor ein Photon, entsteht bei der Umwandlung des
Lichtreizes in ein elektrochemisches Signal die isomere Form all-trans-Retinal, die das
Photochrom des Rhodopsins darstellt. Das Rhodopsin kann erst nach der Regeneration
des all-trans-Retinals in 11-cis-Retinal wieder erregt werden, ein Prozess, der im RPE
stattfindet. Da sie einer hohen photooxidativen Belastung ausgesetzt sind, missen die
Aulensegmente der Photorezeptoren standig erneuert werden. Abgestof3ene
Photorezeptoraufiensegmente werden anschlieBend durch das RPE phagozytiert. Die
Zellen des RPE sind melaninhaltig und deshalb dunkel pigmentiert. Dies dient unter
anderem der Verminderung von Streulicht zur Verbesserung der optischen Qualitat, da
bei intensivem Lichteinfall Lichtenergie absorbiert werden kann. Nicht zuletzt hat das
RPE eine sekretorische Funktion. Es ist in der Lage, verschiedene Wachstumsfaktoren
zu sezernieren. Durch die Sekretion immunsuppressiver Faktoren hilft es zudem beim
Aufbau des Immunprivilegs des Auges und bildet damit auch eine aktive Barriere
(Sparrow et al., 2010; Strauss, 2005).
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Light Absorption Epithel Transport Glia Visual Cycle Phagocytosis Secretion

Fenestrated Capillary Bed

Glucose

Vitamin A © H.O VEGFE

Abb. 1.2: Zusammenfassung der Funktionen des RPE. (MV = Mikrovilli, OS =
AuBensegment, PEDF = pigment epithelium-derived growth factor, VEGF = vascular
endothelial growth factor). Quelle: Strauss, 2005

Eine Storung jeder einzelnen Komponente kann zu Verlust der vollstandigen

Funktionsfahigkeit des Auges und retinaler Degeneration fuhren.

1.3 Bestrophin-1 und Best’sche vitelliforme Makuladystrophie

1.3.1 Best’sche vitelliforme Makuladystrophie

Die Best'sche vitelliforme Makuladystrophie (BVMD, Morbus Best) ist eine autosomal-
dominant vererbte juvenile Makuladystrophie, die 1905 erstmalig durch den deutschen
Ophthalmologen Friedrich Best beschrieben wurde (Best, 1905). Die Ursache der
Erkrankung liegt in einer Mutation des BEST1-Gens (vorher VMD2-Gen) auf Chromosom
11912-g13.1 (Marquardt et al., 1998). Derzeit sind Uber 140 verschiedene
krankheitsverursachende Mutationen dokumentiert, wobei es sich in den meisten Fallen
um Missense-Mutationen in der N-terminalen Halfte des Proteins handelt. Einen
Uberblick Uber diese Mutationen kann man sich mithilfe der BEST1 Datenbank der
Universitat Regensburg verschaffen (http://www-huge.uni-regensburg.de/BEST1
database/). Die genaue Pravalenz von Morbus Best ist nicht bekannt. Es gibt eine
Schéatzung aus Nordschweden aus dem Jahr 1974, die eine Pravalenz von 1 : 5.000
annimmt, in Danemark wurde sie 2012 auf 1:67.000 geschatzt. Eine Analyse der
Patientendaten aus Olmsted County, Minnesota aus den Jahren 2000 bis 2014 ergab
dort eine Haufigkeit von 1 : 16.500 bis 1 : 21.000 (Bitner et al., 2012; Dalvin et al., 2017,
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Nordstrém, 1974). Da es sich um eine seltene Erkrankung handelt, welche aufgrund ihrer
Seltenheit haufig nicht oder erst spat erkannt werden, ist allerdings anzunehmen, dass

die echte Pravalenz hoher ist, als die bekannten Patientendaten suggerieren.

Die meisten BVMD-Patienten leiden vorrangig unter einer fortschreitenden
Visusminderung im Bereich des scharfsten Sehens bis hin zu einem zentralen
Gesichtsfeldausfall. Es kdnnen ein oder beide Augen betroffen sein. Weitere mdgliche
Symptome sind aullerdem verstarkte Lichtempfindlichkeit, Nachtblindheit und
Metamorphopsien. Zu einer vollstandigen Erblindung kommt es in der Regel nicht. Im
Elektrookulogramm (EOG) weisen Betroffene typischerweise einen verminderten bis
fehlenden Hellanstieg (Light peak, LP) auf. Ophthalmoskopisch zeigen sich
Makulaldsionen mit Ablagerungen eines gelblichen Materials, wobei es sich vermutlich
um Lipofuszinablagerungen handelt (Boon et al., 2009; O’Gorman et al., 1988).
Lipofuszin ist ein unlésliches, gelb-braun pigmentiertes, autofluoreszierendes Aggregat
aus oxidierten quervernetzten Proteinen und Lipiden, das als Abfallprodukt entsteht und
sich im zunehmenden Alter in verschiedenen Zelltypen ansammelt (Kennedy et al., 1995;
Sparrow & Boulton, 2005). Existierende Klassifikationen der BVMD basieren auf dem
Fundusaspekt (Abb. 1.3). Zu Beginn erscheinen die Lasionen ,eidotterartig” (vitelliform).
Im Verlauf werden sie umgebaut, wobei es zu dem sogenannten ,Ruhrei-Stadium® mit
vielfaltigen gelblichen Ablagerungen im retinalen Pigmentepithel kommt, und spéter
teilweise aufgeldst. Die Einschrankung der Sehleistung tritt dabei haufig spater auf, als
der ophthalmologische Befund vermuten lassen wirde. Wenn sie abgebaut werden,
konnen die Lasionen jedoch Narben hinterlassen. In seltenen Fallen kommt es zu
subretinalen Neovaskularisationen aus den Gefalen der Chorioidea, was zu einem
Visusverlust fuhren kann, der nicht mehr nur auf den zentralen Bereich beschrankt sein
muss. Insgesamt ist die Auspragung des Krankheitsbildes ebenso wie das Alter bei
Beginn der Symptomatik und der zeitliche Verlauf sehr variabel (Boon et al., 2009; A. D.
Marmorstein et al, 2009). Bisher konnten keine mutationsspezifischen
Phanotypenunterschiede festgestellt werden. Vermutlich sind multiple genetische und

Umweltfaktoren involviert (Boon et al., 2009).
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Abb. 1.3: Verschiedene ophthalmoskopische Befunde bei Morbus Best. A: Klassische

vitelliforme Lasionen (Stadium lla). B: Ausbildung sichtbarer Linien (Pfeile) innerhalb der
Lasionen an der Grenze zwischen flissigen und festen Anteilen (Stadium Ilb). C: Sogenanntes
Pseudohypopyon. Teilweise Resorption der Flussigkeit innerhalb der Lasionen (Stadium llI,
.Ruhreistadium®). D: Narbenbildung mit Hypo-, Hyperpigmentierung oder Neovaskularisation
(Stadium IVa-c). Quelle: A. D. Marmorstein et al., 2009

Patienten werden symptomatisch mit den nétigen Sehhilfen versorgt und regelmafig der
Verlauf kontrolliert. Dartber hinaus existieren lediglich experimentelle Ansatze. In
Einzelfallen wurde beispielsweise von einem Ansprechen der L&sionen auf
Laser-Photokoagulation oder intravitreale VEGF-Inhibitor-Injektionen berichtet (Andrade
et al.,, 2002; Boon et al., 2009; Leu et al., 2007). Um in Zukunft eine kausale
Therapierbarkeit zu erreichen, ist es zuvor notwendig, weitere Erkenntnisse Uber die

pathophysiologischen Grundlagen der BVMD zu erlangen.

1.3.2 Bestrophin-1

Das Genprodukt von BEST1 ist Bestrophin-1. Die genauen Funktionen von endogen
exprimiertem Bestrophin-1 werden kontrovers diskutiert. Der Grof3teil der bisher
verfugbaren Daten stammt aus Studien im heterologen Expressionssystem.
Verschiedene Arbeitsgruppen kamen zu dem Schluss, dass Bestrophin-1 ein
Ca?*-abhangiger Cl--Kanal ist (Barro-Soria et al., 2009; Hartzell et al., 2008; Sun et al.,
2002). Kristallstrukturdaten unterstitzen diese Hypothese (Kane Dickson et al., 2014).
Anderen Quellen zufolge handelt es sich um einen Volumen-regulierten Cl~-Kanal oder
Bestandteil eines solchen (Fischmeister & Hartzell, 2005; A. Milenkovic et al., 2015; Stotz
& Clapham, 2012). Daruber hinaus ist eine Durchlassigkeit fir HCO3;~ dokumentiert (Qu
& Hartzell, 2008). Diese Ergebnisse beruhen in erster Linie auf Beobachtungen an
transfizierten HEK293-Zellen. Drei kirzlich publizierte Studien sprechen fur eine
Anionenkanalfunktion von Bestrophin-1 in der Zellmembran von humanem RPE (A. D.
Marmorstein et al., 2015; A. Milenkovic et al., 2015; Moshfegh et al., 2016). Bei der
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Interpretation ist jedoch Vorsicht geboten, da indirekte Mechanismen nicht géanzlich
ausgeschlossen sind und mit wenigen Kontrollen gearbeitet wurde (Johnson et al., 2017).
Widerspruchlich erscheint, dass das Knockin beziehungsweise das Knockout von
mBestl in Mausen zu keiner Veranderung der Cl-Leitfahigkeit von RPE-Zellmembranen
fuhrt. Dagegen konnte eine Abweichung der Ca2*-Spiegel beobachtet werden (L. Y.
Marmorstein et al., 2006; Zhang et al., 2010). Sowohl heterolog als auch endogen
exprimiertes Bestrophin-1 beeinflussen den intrazellularen Caz*-Haushalt. Verschiedene
Untersuchungen demonstrierten eine Regulation spannungsabhéngiger
L-Typ-Caz*-Kanéle durch Bestrophin-1 (Barro-Soria et al., 2010; Hartzell et al., 2008; L.
Y. Marmorstein et al., 2006; Reichhart et al., 2010; Rosenthal et al., 2006; Yu et al., 2008).
Mit Cav1.3 konnte bisher fir einen spannungsabhangigen L-Typ-Ca?*-Kanal eine direkte
Interaktion gezeigt werden (V. M. Milenkovic et al., 2011a; Reichhart et al., 2010; Yu et
al., 2008). Inwiefern diese bei mutantem Bestrophin-1 verandert ist, wird derzeit in der
Arbeitsgruppe um Univ.-Prof. Dr. Olaf Straul3 untersucht. Bestrophin-1 scheint aul3erdem
die Freisetzung von Ca?* aus Speichern im endoplasmatischen Retikulum zu steuern
(Johnson et al., 2017; L. Marmorstein et al., 2006; Zhang et al., 2010). Es wurde
vorgeschlagen, dass hierfir vor allem intrazellular lokalisiertes Bestrophin-1
verantwortlich ist. In seiner Funktion als Anionenkanal konnte es etwa bei der Aufnahme
von Ca?* in zytosolische Speicher Cl~ als Gegenion transportieren (Neussert et al., 2010;
Straul} et al., 2014; Straul’ et al., 2012). Zusatzlich zu den genannten Funktionen gibt es
Belege, dass das Protein Ca2*-abhéngige Cl--Kandle in der Plasmamembran moduliert
(Barro-Soria et al.,, 2010). Im Gehirn ist Bestrophin-1 an der Freisetzung der
Neurotransmitter GABA und Glutamat beteiligt (Johnson et al., 2017).

BEST1-mRNA findet sich aul3er im RPE auch in Gehirn, Hoden und Placenta (Marquardt
et al., 1998; Petrukhin et al.,, 1998). Das Protein wurde zuerst in RPE-Zellen
nachgewiesen und findet sich dort in der basolateralen Membran (A. D. Marmorstein et
al., 2000) oder im endoplasmatischen Retikulum in der Nahe dieser (Barro-Soria et al.,
2010; Straul’ et al., 2012). Bei Mausen wurde dartber hinaus eine Expression im ZNS
(Lee et al., 2010; Park et al., 2009) und Spinalganglien (Boudes et al., 2009) sowie in
Spermien (A. Milenkovic et al., 2015) beschrieben. Bestrophin-1 wurde 1998 identifiziert
(Marquardt et al., 1998; Petrukhin et al., 1998). Es ist das am besten untersuchte Mitglied
einer Gruppe von Anionenkandlen, die durch eine homologe Region mit vielen

aromatischen Resten und einem konservierten ,Arg-Phe-Pro“-Motiv charakterisiert ist. Ihr
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N-Terminus ist hochkonserviert, der C-Terminus hingegen variabel. Zur
Bestrophin-Familie zahlen drei weitere humane Proteine, Bestrophin-2 bis -4. (A. D.
Marmorstein et al., 2009; Stéhr et al., 2002; Tsunenari et al., 2003) Aul3er Bestrophin-1
konnte auch Bestrophin-2 im Auge identifiziert werden, jedoch nur Bestrophin-1 im RPE
(Bakall et al., 2008; A. D. Marmorstein et al., 2009). Humanes Bestrophin-1 besitzt ein
Molekulargewicht von annahernd 68 kDa (Petrukhin et al., 1998).

Vor kurzem gelang rontgenkristallographisch die Bestimmung der Kristallstruktur von
Huhner-Bestrophin-1 (Abb. 1.4B/C) sowie von prokaryotischem Klebsiella Bestrophin-1
(Kane Dickson et al., 2014; T. Yang et al., 2014). Beide Studien lieferten sehr &hnliche
Ergebnisse, was auf eine stark konservierte Struktur schlie3en lasst. Demnach besitzt
jedes Protein vier Transmembrandomanen (TMD). Zwischen TMD1 und TMD2 sowie
TMD3 und TMD4 findet sich jeweils eine kurze Aminosauresequenz, die aufgrund ihrer
Hydrophobie nur wenig in den Extrazellularraum ragt. TMD2 und TMD3 verbindet eine
groRere intrazellulare Schleife. Beide Termini liegen auf der zytosolischen Seite (Johnson
et al., 2017; Kane Dickson et al., 2014; T. Yang et al.,, 2014). Indem sie anhand
verschiedener Bestrophin-1-Fragmente testeten, welche in Anwesenheit von Escherichia
coli leader peptidase H1 (Lep H1) die Membran durchqueren, sagten Milenkovic et al. fur
humanes Bestrophin-1 2007 nahezu die gleichen TMD voraus (Abb. 1.4A) (Hartzell et al.,
2008; V. M. Milenkovic et al., 2007). Jeweils funf Bestrophin-1-Monomere lagern sich
symmetrisch um eine zentrale Achse zu einem lonenkanal zusammen (Kane Dickson et
al., 2014; T. Yang et al., 2014). Hydrophobe Aminosauren an zwei schmalen Stellen
bilden einen Permeabilitatsfilter und behindern die Passage grol3er lonen (Aminosauren
lle 76, Phe 80 und Phe 84 sowie Val 205 bei Huhner-Bestrophin-1). Die erste dieser
Restriktionen findet am Ort des engsten Durchmessers statt, der sogenannten Halsregion
des lonenkanals. Diese bestimmt vermutlich die fir das Gating entscheidende Region.
Der Uberwiegende Anteil der zytoplasmatischen Bestrophin-1-Abschnitte formt einen
grof3en Hohlraum zwischen den beiden Engstellen. Anionen, die diese passieren kdnnen,
werden von der positiven Ladung des inneren Hohlraums angezogen. Hier liegen auch
die Ca?*-Clasps, die Ca**-Bindungsstellen, Uber die mutmallich Uber Ca?*-abhangige
Konformationsanderungen die Kanal6ffnung gesteuert wird. Ein lonenkanal enthalt
mindestens 15 Bindungsstellen fur Anionen (Johnson et al., 2017; Kane Dickson et al.,
2014). Bedacht werden muss, dass bisher nur die Kristallstruktur des Proteins im

Ca?*-gebundenen Zustand untersucht wurde. Dies ist insbesondere von Bedeutung, da
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fur groBe Molekile wie GABA oder Glutamat keine Madoglichkeit besteht,
Bestrophin-1-Kanéle in dieser Konformation zu passieren. Eine Permeabilitat fir diese ist
jedoch beschrieben (Johnson et al., 2017).

A extracellular 5,

Abb. 1.4: Topologische Modelle fur Bestrophin-1. A: Modell vorgeschlagen von V. M.
Milenkovic et al., 2007. Vier von sechs hydrophoben Bereichen, die potentielle TMD darstellen,
durchqueren tatséchlich die Membran. Quelle: V. M. Milenkovic et al., 2007 B: Darstellung des
pentamerischen Kanals. Blick von oben auf den Ort der ersten Restriktion in der Halsregion mit
farblicher Kennzeichnung der entsprechenden Aminosauren. lle 76 schwarz, Phe 80 rot, Phe
84 blau dargestellt. Quelle: Johnson et al., 2017 C: Vereinfachte Darstellung des lonenkanals.
Sichtbar sind drei von finf Untereinheiten (die vorderen beiden sind entfernt). Nur die aul3ere
Offnung und ein Teil der Halsregion befinden sich in der Zellmembran. Sekundare
Strukturelemente sind entsprechend ihrer Unterteilung in vier Segmente gefarbt. Quelle: Kane
Dickson et al., 2014
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Mutationen im BEST1 fuhren auf3er zur BVMD noch zu einer Reihe weiterer
Augenerkrankungen. Hierzu zahlen die autosomal-dominante
Vitreoretinochorioidopathie, die autosomal-rezessive Bestrophinopathie (ARB), die
adulte foveomakuléare vitelliforme Dystrophie, Retinitis Pigmentosa und das
MRCS-Syndrom (Mikrokornea — Zapfen-Stabchen-Dystrophie — Katarakt — posteriores
Staphylom) (Boon et al., 2009; Davidson et al., 2009).

1.3.3 Pathogenese der BVMD

Es wurden bereits verschiedene mégliche Mechanismen diskutiert, diese konnten bislang
aber nicht erklaren, wie Mutationen im BEST1-Gen zur Symptomatik der BVMD fuhren.
Die Ergebnisse der Studien erscheinen teilweise direkt widersprichlich. Da BEST1 im
Auge nur im RPE exprimiert wird, muss die retinale Degeneration ein Resultat einer
veranderten RPE-Funktion sein. Es ist aufféllig, dass es sehr viele krankheitsassoziierte
Bestrophin-1-Varianten gibt. Beinahe alle untersuchten krankheitsassoziierten
Mutationen verursachen eine Reduktion der Anionenleitfahigkeit (V. M. Milenkovic et al.,
2011b; Sun et al., 2002; Tsunenari et al., 2003; Yu et al., 2006). Mutante Bestrophine
unterliegen einer mangelhaften Prozessierung und erreichen zum Teil nicht ihre tbliche
zellulare Lokalisation. Stattdessen werden sie an verschiedenen Stellen im Zytoplasma,
etwa im Golgi-Komplex, endoplasmatischen Retikulum oder in den frithen Endosomen,
retiniert (V. M. Milenkovic et al., 2011b; Mullins et al., 2005). Es kdnnte sich dabei um
einen ursdchlichen Mechanismus handeln, der bei Mutationen zum Verlust der

physiologischen Funktion fuhrt.

Urspriinglich war die Annahme verbreitet, dass Bestrophin-1 in seiner Rolle als
lonenkanal fir den LP im EOG verantwortlich ist. Dieser kommt durch Depolarisation der
basalen RPE-Membran zustande. Eine Funktionseinschrankung wirde folglich zu einer
abgeschwachten Depolarisation und damit einem geringeren LP fihren, vorausgesetzt,
Bestrophin-1 fungiert hierflr als der entscheidende basolaterale Cl--Kanal des RPE.
Insbesondere die Zuordnung der TMEM16-Familie als Ca?*-aktivierte Cl--Kanéale (CaCC)
(Caputo et al., 2008; Schroeder et al., 2008; Y. D. Yang et al., 2008) lie3en daran jedoch
Zweifel aufkommen. Alternativ kdnnte Bestrophin-1 als Regulator der Ca?*-Homoostase
und Cl-Kanal-Aktivitat sekundar zu einem &hnlichen Effekt fihren. In diesem
Zusammenhang wurde unter anderem eine Modulation der TMEM16A-Leitfahigkeit durch

Bestrophin-1 nachgewiesen (Barro-Soria et al., 2010). Dementgegen steht die
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Beobachtung von Marmorstein et al., dass in mBestl-knockout-Mausen der
Ca?*-abhangige Cl-Kanal unverandert und der LP sogar supernormal ist.
Uberexpression von Bestrophin-1-Wildtyp (Bestrophin-1-Wt) fiihrte zu keiner Verstarkung
des LP. In weiterfihrenden Experimenten kam die Gruppe um A. D. Marmorstein zu dem
Ergebnis, dass Uber eine B4-Untereinheit regulierte spannungsabhéangige Ca?*-Kanéle
fur den LP notwendig sind und Bestrophin-1 die Entstehung des LP eher antagonisiert.
Mutationen im BEST1-Gen sollten demzufolge am ehesten zu einem Funktionsgewinn
(gain of function) fihren. Welche zellularen Ablaufe genau davon betroffen sind, bleibt
jedoch offen. Zudem lasst sich der Sehverlust, unter dem BVMD-Patienten leiden,
dadurch nicht erklaren, sodass die hierfur ursachlichen Mechanismen weiterhin
aufgeklart werden muissen (L. Y. Marmorstein et al., 2006). FiUr zwei separate
Mechanismen spricht auch die Entdeckung einiger weniger BEST1-Mutationen, die zu
Erkrankungsfallen ohne veranderten LP fuhren (Yu et al., 2006; Yu et al., 2007). Es ist
belegt, dass Veranderungen der intrazellularen Ca?*-Konzentration sowie
L-Typ-Ca?*-Kanale fur zahlreiche Funktionen des RPE entscheidend sind, darunter
Sekretionsmechanismen verschiedener Faktoren und die Phagozytose. Stérungen der
Ca?*-Regulation bewirken eine gestorte Kommunikation des RPE mit den
Photorezeptoren, sodass hier vielleicht nach einer Ursache fir den Sehverlust bei
Patienten zu suchen ist (Rosenthal & Strauss, 2002; Strauss, 2005).

Ein charakteristisches Merkmal bei BVMD ist die Akkumulation von lipofuszinartigem
Material. Eine Ansammlung von Lipofuszin findet sich Ublicherweise bei lysosomalen
Krankheiten. In RPE-Zellen, die unter anderem auf Phagozytose von
PhotorezeptorauRensegmenten spezialisiert sind, gibt es eine sehr gro3e Menge an
Lysosomen, sodass der Gedanke naheliegt, dass Mutationen im Bestrophin-1 zu
Funktionsstérungen der Lysosomen flhren. Es wird vermutet, dass unphagozytierte
abgestoliene Photorezeptorauliensegmente toxische Lipofuszinvorstufen enthalten, die
die Photorezeptoren schadigen. Eventuell sind dabei zuséatzlich oxidative Schaden von
Bedeutung (Boon et al., 2009; Guziewicz et al., 2017; Hartzell et al., 2005; Moskova-
Doumanova et al., 2013). Welche Rolle genau Bestrophin-1 dabei spielt, muss noch
erforscht werden. Auch wenn bislang nicht genau verstanden ist, wie
Phagozytoseprozesse im RPE reguliert werden, weil3 man, dass dem intrazellularen
Ca?*-Spiegel dabei eine Bedeutung zukommt (Strauss, 2005). Es konnte auf3erdem eine

regulatorische Rolle von BK-, TRPV-Kandalen und Ca,1.3 gezeigt werden. BK-Kanéale und
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Ca,1.3 sind in vivo fir die zirkadiane Rhythmik der Phagozytoseaktivitat von Bedeutung
(Muller et al., 2014). Bestrophin-1 nimmt deshalb vermutlich indirekt tber eine Modulation
von Ca,l1.3 Einfluss. Dartber hinaus kénnte es Uber Verdnderungen der Ca2*- sowie
maoglicherweise der Cl~- oder HCOs;-Homdostase und somit Giber eine Regulierung des
lonenhaushalts und pH-Wertes auf die Phagozytose wirken (Hartzell et al., 2008; Muller
et al., 2014).

Unklar ist auch, warum Morbus Best ausgerechnet die Makula befallt. Dies erscheint
paradox, da eine Expression von Bestrophin-1 besonders in den peripheren Regionen

der Retina nachgewiesen werden konnte (Mullins et al., 2007).

1.4 Rab27a

Rab27a gehort zur Familie der Rab-Proteine, einer evolutionar hochkonservierten Familie
von GTPasen. Rab steht fur ,Ras-related in brain“ oder ,Ras-like proteins in brain®.
Derzeit sind im Menschen Uber 60 verschiedene Rab-Proteine bekannt (Hutagalung &
Novick, 2011; Pereira-Leal & Seabra, 2001; Stenmark & Olkkonen, 2001). GTPasen sind
Guanosintriphosphat (GTP)-bindende Proteine (G-Proteine) mit einer entscheidenden
Position in der Signaltransduktion diverser zellularer Prozesse. Rab-Proteine dienen
dabei als ,molekulare Schalter®, die Schlisselpositionen bei intrazellularen
Transportmechanismen einnehmen. Als Regulatoren sind sie wesentlich an den
Transportschritten beginnend mit der Vesikelbildung Uber den intrazellularen Transport
bis hin zur Fusion am Zielort beteiligt, wobei fur jeden Schritt bestimmte, mitunter
gewebespezifische Rab-Proteine zustdndig sind. Rab-Proteine wechseln zwischen
einem GTP-gebundenen, aktiven und einem GDP-gebundenen, inaktiven Zustand (Abb.
1.5). Wahrend Rab-GTP an die zugehdrige zellulare Membran gebunden vorliegt,
dissoziiert Rab-GDP meist von dieser und findet sich dann frei im Zytosol. Rab-Proteine
unterliegen einer posttranslationalen  Modifikation, der Geranylgeranylierung
(Prenylierung). Jedes Rab-Protein rekrutiert spezifische Effektoren, Proteine, die in der
Regel mit der aktiven Form des Rab-Proteins interagieren und die Vesikel auf ihrem Weg
durch die Zelle begleiten (Ali & Seabra, 2005; Hutagalung & Novick, 2011; Stenmark &
Olkkonen, 2001).
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Abb. 1.5: Der Rab-Zyklus. Wenn ein Rab-Protein translatiert wird, bindet es an Rab Escort
Protein (REP), das es der Rab-Geranylgeranyltransferase (RabGGT) prasentiert. Durch diese
werden an den COOH-Terminus meist zwei Geranylgeranyl-Lipidgruppen angehangt, die bei
der folgenden Membranbindung helfen. Ein GDP-Dissoziationsinhibitor (GDP dissociation
inhibitor, GDI) stabilisiert den inaktiven Zustand. Ein GTP-Austauschfaktor (guanin nucleotide
exchange factor, GEF) katalysiert den Wechsel von Rab-GDP zu Rab-GTP. Dieses interagiert
mit seinen Effektorproteinen. Die intrinsische Hydrolyseaktivitdt von Rab-Proteinen ist gering,
sodass GTPase-aktivierende Proteine (GTPase accelerating protein, GAP) nétig sind, um Rab-
GTP wieder in Rab-GDP umzuwandeln. Mithilfe von GDI wird das inaktive Rab-GDP aus der
Membran geldst. Quelle: Stenmark & Olkkonen, 2001

Zum heutigen Zeitpunkt sind zwei Rab27-Isoformen bekannt. Rab27a und Rab27b
stimmen in ihrer Aminosauresequenz zu 71 % Uberein und scheinen funktionell
zumindest zum Teil auswechselbar zu sein, kommen jedoch nicht gleichermalf3en in allen
Geweben vor (Barral et al., 2002; Ramalho et al.,, 2001). Das RAB27A-Gen liegt auf
Chromosom 15q15-g21.1 (Tolmachova et al., 1999). Die unprenylierte Form hat ein
Molekulargewicht von etwa 27 kDa (Seabra et al., 1995). Rab27 ist nah verwandt mit
Rab3 (Pereira-Leal & Seabra, 2001).

Rab27a findet sich in diversen Geweben und Zelltypen, wo es eine wichtige Komponente
verschiedener exozytotischer Prozesse ist. Zu den Organen, in denen es reichlich
vorliegt, gehoren das Auge, die Lunge, der Gastrointestinaltrakt, das Pankreas, die Milz
und das hamatopoetische System. Es ist Uberwiegend in Zellen mit sekretorischer
Funktion wie beispielsweise endo- und exokrinen Zellen und lytischen Organellen wie
Lysosomen vertreten. Rab27a wurde auch im RPE nachgewiesen (Fukuda, 2008;
Tolmachova et al., 2004).

Bekannte Effektoren, die sogenannten Exophiline, umfassen Moleklle aus drei
Untergruppen: Der Slp (Synaptotagmin-Like-Proteins)-Familie, der Slac2 (Slp-Lacking
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C2 Domains)-/Noc2 (No C2 Domain Protein)-Familie und der Muncl13-4 (Mammalian
Uncoordinated)-Familie (Abb. 1.6). Die meisten Rab27a-Effektoren besitzen N-terminal
relativ konservierte, 150 Aminoséauren lange Rab27-Bindungsdoménen (R27BD). Diese
enthalten Slp homology-Domé&nen (SHD), Ublicherweise bestehend aus zwei a-helikalen
Regionen (SHD1 und SHD?2), die haufig tber Zinkfinger-Motive verknlpft sind. Mitglieder
der Slp-Familie verfigen zusatzlich tber C-terminale Tandem-C2-Domanen, die den
Slac2-Proteinen fehlen. Alle SHD mit Ausnahme von Slp4-SHD fungieren als spezifische
Interaktionsdomanen fur Rab27, ergo Rab27a und Rab27b (Fukuda, 2005; Pfeffer,
2005). Der Rab27-Effektor Munc13-4 besitzt als einziger keine SHD und bindet tUber eine
bislang nicht vollstandig aufgeklarte Struktur, umrahmt von einer C2- und der
sogenannten MUN-Domane, von der jedoch einige Schlusselbereiche bekannt sind
(Elstak et al., 2011; Fukuda, 2005).

Structure of Rab27 effector family proteins

Exophilint/Rabphilina || 28] = | | | s81690) aa

Exophilin2/Granuphilina | 280l = | | 673 (671) 2a

Exophilin3/Melanophilin 2] ] 590 (572) aa
/Slac2s=a

Exophilind/Sip2 1 S ] ssoct0ea

|, 1960 (1989) aa

Exophilins/Slac2-b 1 ,/ |

Exophilin6/Sip3 o I | | 607 (510) 2a
ExophilinTiurcusipt || IR ] 567 (562 =

Exophiling/MyRIP/S|ac2sc 111 [2] |]esssoaa
Exophilind/SIps G ] 75: 752 aa
Noc2 T ] 0261508

Munci3=4

[z ] [ wHoT | [ o2 | JRGEN | o83 (10%0) aa

[ Rrab binding domain [l Zinc finger domain [] Coiled region [l c2 domain [J Munc13 homology domain

mouse (human)

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Rab27-Effektoren. Die Nummern rechts
entsprechen der Aminosaureanzahl der entsprechenden Genprodukte von Mausen bzw. von

Menschen (in Klammern). Quelle: Izumi, 2007
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Zu den Interaktionspartnern von Rab27a zahlen der epitheliale Na*-Kanal ENaC und der
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR). Beide werden durch
Rab27a inhibiert. Die Anwesenheit der Effektorproteine SLP-5 oder Muncl13-4 hebt
diesen Effekt jeweils auf (Saxena et al., 2006; Saxena & Kaur, 2006b; Saxena et al.,
2005). Aul3er der eigenen Kanalfunktion erfillt CFTR auch eine regulatorische Funktion
in Bezug auf andere lonenkandle, darunter ENaC. Vor kurzem wurde eine weitere
Wechselwirkung zwischen Rab27a und einem lonenkanal nachgewiesen. Rab27a
interagiert Uber eine MyRIP-homologe Aminosauresequenz im II-lll Linker der
Cavl.3-Untereinheit direkt mit dem bereits erwahnten L-Typ-Ca2*-Kanal Cay1.3 und
reduziert dessen Aktivitat, indem es die Anzahl der Kanéle in der Zellmembran
vermindert. Dies fuhrt zu verminderter VEGF-Sekretion durch das RPE (Reichhart et al.,
2015).

Rab27a war das erste Rab-Protein, das mit einer Erkrankung in Zusammenhang
gebracht wurde, dem Griscelli-Syndrom Typ Il. Das Griscelli-Syndrom ist eine seltene
autosomal-rezessive Erkrankung. Funktionsverlust von Rab27a fiuhrt bei Betroffenen zu
einer Immundefizienz, da lytische Granula zytotoxischer T-Lymphozyten nicht korrekt
freigesetzt werden konnen. Spater entwickeln die Patienten durch unkontrollierte
Makrophagen- und T-Lymphozytenaktivierung meist ein hamophagozytisches Syndrom.
Ein eingeschrankter Melanosomentransport fuhrt zudem zu partiellem Albinismus mit
silbriger Haarfarbe (Bahadoran et al., 2001; Ménasché et al., 2000; Haddad et al., 2001;
Seabra et al.,, 2002). Mittlerweile wurden weitere Erkrankungen mit Rab27a in
Verbindung gebracht. Bei der Chorioideremie, die durch progressive Atrophie der
Aderhaut, Retina und des RPE zu Blindheit fihren kann, besteht durch das Fehlen von
REP-1 ein funktioneller Mangel an Rab27a im retinalen Gewebe (Seabra et al., 1995). In
pankreatischen [(-Zellen ist Rab27a an der Rekrutierung und dem Andocken von
Insulinvesikeln an die Plasmamembran involviert und wird als potentieller therapeutischer
Angriffspunkt bei Diabetes mellitus Typ Il diskutiert (Abderrahmani et al., 2006; Aizawa &
Komatsu, 2005). Rab27a kann als Biomarker flr verschiedene Tumorerkrankungen wie
zum Beispiel Mammakarzinome, kolorektale Karzinome, Pankreaskarzinome oder
Gliome hinzugezogen werden, wobei hohe Expressionslevel aul3er beim kolorektalen
Karzinom h&aufig mit einer schlechten Prognose assoziiert sind (Dong et al., 2015; H.
Wang et al., 2014; J.-S. Wang et al., 2008; Q. Wang et al., 2015).
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1.5 Fragestellung

Die Pathomechanismen der BVMD sind nach wie vor unklar. Die ldentifikation der
verantwortlichen Mechanismen wird dadurch erschwert, dass es sich bei dem mutierten
Bestrophin-1 um ein multifunktionales Protein handelt, welches auf unterschiedlichen
Wegen zu den verschiedenen Befunden bei Patienten mit BVMD zu fuhren scheint (s.
Kap. 1.3.3). Fehlerhafter subzellularer Transport des Bestrophin-1 kdnnte dabei eine
Rolle spielen. Bisher wurden die Transportvorgange, denen Bestrophin-1 in der Zelle
unterliegt, und die involvierten Faktoren jedoch nicht sehr ausfuhrlich untersucht. In der
vorliegenden Studie sollten diese Vorgange deshalb naher beleuchtet werden. Dabei lag
die kleine GTPase Rab27a im Fokus. Es gibt mehrere Grinde, warum Rab27a ein
vielversprechender Kandidat fur einen beteiligten Faktor ist. Es handelt sich um ein
Transportprotein, das im RPE exprimiert wird. Seine Beteiligung an der Pathogenese
verschiedener Erkrankungen ist bereits nachgewiesen, darunter mit der Chorioideremie
auch eine Augenkrankheit. Bestrophin-1 weist mehrere Parallelen zu dem bekannten
Rab27a-Interaktionspartner CFTR auf. In beiden Fallen handelt es sich um
multifunktionelle Proteine, die sowohl selbst Cl--Kanale sind als auch die Aktivitat anderer
Kanale modulieren. Erste Daten deuten auf eine Interaktion zwischen Rab27a und
wildtypischem Bestrophin-1 hin (Krejcova, 2007, pers. commun.; Wagner, 2014).

Diese Studie hatte zum Ziel, eine potentielle physikalische Interaktion von Bestrophin-1
mit Rab27a aufzudecken und nach Maoglichkeit die Art der Wechselwirkung und eine
etwaige Bindungsdomane zu bestimmen. Ferner sollten Einflisse von
BVMD-assoziierten Punktmutationen des bei der Krankheit mutierten Bestrophin-1 auf
diese Wechselwirkung untersucht werden. Die Hypothese war, dass Rab27a mit
Bestrophin-1 interagiert und fir die Entstehung der BVMD-Symptomatik relevant ist,

moglicherweise Uber eine Beeinflussung der intrazellularen Bestrophin-1-Verteilung.

Um dem nachzugehen, sollte Rab27a in Kombination mit Bestrophin-1-Wt
beziehungsweise mehreren reprasentativen Bestrophin-1-Mutanten immunzytochemisch
und in Koimmunpréazipitationen untersucht werden. Als Expressionssystem wurden

CHO-Zellen ausgewahlt.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate

Gerat

Bezugsquelle

Autoklav Vertikaler Standautoklav VE-75
Brutschrank Hera cell

Elektrophoresekammer fur Agarose-Gele, Power
Pac 1000

Elektrophoresesystem fur Polyacrylamid-Gele, Mini
Protean® Tetra System

Inkubationsschuttler Orbital Incubator S150
Kombischuttler KL 2

Konfokales Mikroskop LSM 510

Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS

PCR-Gerat iCycler

Prazisionswaage LA 310 S

Sicherheitswerkbanke HERAsafe
Spectrophotometer NanoDrop 2000

Thermomixer 5436

Trocken- und Warmeschrank FP53
Uberkopfschiittler SB2 Rotator

UV-Transilluminator TI3

Zentrifuge 5424

Zentrifugen Biofuge Primo R, Labofuge 400R,
Megafuge 1.0R

Systec
Heraeus
Bio-Rad

Bio-Rad

Stuart

Edmund Buhler
Zeiss

Bio-Rad
Bio-Rad
Sartorius
Heraeus
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf
Binder

Stuart

Biometra
Eppendorf

Heraeus

2.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

12-Loch-Zellkulturplatten Falcon
Blotting-Filterpapier, dick

Deckglaser, 12 mm und 15 mm

Impfésen Ino-Loop 1pl

Objekttrager

Polypropylenréhrchen, 14 ml Falcon
Polystyrenréhrchen, 15 ml und 50 ml Falcon
PVDF-Membran fir Proteine
Reaktionsgefalie 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Corning

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific
Simport

Menzelglaser

Corning

Corning

Bio-Rad

Eppendorf
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Zellkulturflaschen 25 cm?2 Falcon
Zellkultur-Petrischalen 100 mm Nunclon™ Delta
Surface

Zellschaber 25 cm 2-position blade

Corning

Thermo Fisher Scientific

Sarstedt

2.3 Chemikalien

Handelsubliche Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem, Carl Roth, Fluka,

MERCK und Sigma-Aldrich bezogen. Nachfolgend aufgefiihrt sind spezielle Chemikalien,

die daruber hinaus eingesetzt wurden:

Chemikalie

Bezugsquelle

Cobalt-Beads HisPur™ Cobalt Resin

Protein G-Agarose-Beads

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder
Probenpuffer 4x Laemmli Sample Buffer

Quick Load® Purple 2 Log DNA Ladder

Gel Loading Dye, Purple (6x)
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid (X-
Gal)

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific
Roche

Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad

New England BioLabs
New England BioLabs
US Biological

MERCK

Thermo Fisher Scientific

2.4  Zelllinien und Bakterienstamme

Zellen Bezugsquelle Katalog-Nr.
CHO-K1 Zellen ATCC #CCL-61
Escherichia coli, XL1 Blue Competent Cells Agilent Technologies  #200249

2.5 Antikorper

2.5.1 Priméare Antikorper fur Western Blot und Immunzytochemie
Antikorper Bezugsquelle  Katalog-Nr.  Verdinnung
anti-Bestrophin-1-AK, Maus, monoklonal ~ Abcam ab2182 1:1000-2000
anti-His-AK, Kaninchen, polyklonal Abcam ab9108 1:1000
anti-Pan-Rab27-AK, Ziege, polyklonal SICGEN AB7223-200 1:1000
anti-a5p1-Integrin-AK, Kaninchen, Biorbyt orb13515 1:250

polyklonal

28


https://de.wikipedia.org/wiki/Isopropyl-%CE%B2-D-thiogalactopyranosid

Material und Methoden

2.5.2 Sekundare Antikorper fir Western Blot

Antikorper Bezugsquelle  Katalog-Nr.  Verdinnung
HRP Esel-anti-Kaninchen-AK GE Healthcare NA934 1:2500
HRP Schaf-anti-Maus-AK GE Healthcare NA931 1:5000
HRP Kaninchen-anti-Ziege-AK Millipore AP106P 1:5000
HRP Huhn-anti-Maus-IgG Thermo Fisher A15981 1:5000
2.5.3 Sekundare Antikdrper fur Immunzytochemie
Antikorper Bezugsquelle  Katalog-Nr.  Verdinnung
Esel-anti-Kaninchen-1gG, AF488 Thermo Fisher A21206 1:5000
Esel-anti-Maus-1gG, AF647 Abcam ab150111 1:1000
Ziege-anti-Maus-1gG, AF546 Thermo Fisher A11003 1:5000
2.6 Kauflich erworbene Plasmide
Plasmid Bezugsquelle
pGem-T Promega
pCDNA3.1 Thermo Fisher Scientific
2.7 Primer
Primer wurden bei eurofins oder biomers.net bestellt.
2.8 Enzyme und Kits
Kits Bezugsquelle
2x Red PCR Master Mix STRATEC

Complete Mini protein inhibitor mixture, Tabletten Roche
Detektionsreagenz ~ Clarity™  Western ECL Bio-Rad

Substrate

GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit Roboklon
GeneMATRIX Plasmid Miniprep DNA Purification Roboklon

Kit

Invisorb® Spin Plasmid Mini Two STRATEC
Lipofectamine® 2000 Reagent Invitrogen
Plasmid Maxi Kit QIAGEN
Plasmid Mini Kit QIAGEN
QIAquick® Gel Extraction Kit QIAGEN

Restore™ Western Blot Stripping Buffer

Thermo Fisher Scientific
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Restriktionsenzyme (Agel, EcoRi, Pvull, Xhol) und -

puffer
T4-DNA-Ligase

New England BioLabs

New England BioLabs

2.9 Haufig verwendete Medien, Puffer und Lésungen

2.9.1 Kauflich erworbene Medien und Medienzusatze

Medien

Bezugsquelle

Dulbecco’s modified eagle’s medium DMEM/HAM-

F12

Dulbecco’s phosphate buffered saline DPBS

Opti-MEM® serumreduziertes Medium

Fluorescent Mounting Medium

Sigma-Aldrich

Life Technologies (Thermo Fisher)
Life Technologies (Thermo Fisher)
Dako

Medienzusatze

Bezugsquelle

Ampicillin Ready Made Solution Sigma-Aldrich
Kanamycin Sigma-Aldrich
Fetales Kélberserum (FKS) Biochrom
Penicillin/Streptomycin (P/S) Biochrom
2.9.2 Rezepte
2.9.2.1 Klonierung
LB-Medium SOB-Medium

10g Trypton
59 Hefeextrakt
10g NacCl
950 ml  dH,O

pH 7,0, Volumen dann auf 1 |
Autoklavieren (liquid cycle, 20 min, 15
psi)
Auf 55°C abkuhlen lassen, dann
Antibiotikum dazu (Ampicillin 2,5 ml/l)

LB-Agar-Platten

Wie LB-Medium, zusatzlich:
20 g/l Agar

Bei 55 °C Antibiotikum dazu, dann
Platten giel3en

20g Trypton
59 Hefeextrakt
0,5g NaCl
dH,O auf 11
Autoklavieren, vor Benutzung frisch dazu:
10 ml Filter sterilisiertes 1 M MgCl,

10 ml Filter sterilisiertes 1 M MgSQO,

SOC-Medium

Frisch zubereiten!
2 ml Afiltersterilisierte 20 % Glukose
oder
1 ml filtersterilisierte 2 M Glukose

Autoklaviertes SOB-Medium bis zu einem
Endvolumen von 100 ml
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2.9.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

50x Tris-Acetat-EDTA-
Elektrophorese-Puffer (TAE)
2M Tris
1M Essigsaure
50 mM EDTA

2.9.2.3 Koimmunprazipitation

Lysispuffer nach Rosenthal

154 mM NacCl
50 mM 1 M Tris-HCI
1 mM Natriumorthovanadat
0,001 % NaF
pH 7,6 mit HCI
0,01 % Triton-X-100
12 mM Natriumdeoxycholat
0,052 % EDTA
Frisch dazu: Aprotinin (1:1000), PIC
(1:100)

Waschpuffer fur Agarose-Beads

0,01 % Triton-X-100
12 mM Natriumdeoxycholat
0,00026 % EDTA (5 mM)

Lysispuffer fur Cobalt-Beads

150 mM  TrisHCI
150 mM NaCl
1% Nonidet P40
0,5 % Natriumdeoxycholat
pH 7,5
Dazu:
40 pl/l Complete Roche Mini 25x Solution

Waschpuffer fir Cobalt-Beads

50 mM TrisHCI
150 mM NacCl
1% Nonidet P40
0,5 % Natriumdeoxycholat
10 mM Imidazol (aus 1 M
Stammldsung)
pH 7,5

2.9.2.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

SDS-Trenngel (10 %)
3,96 ml dH,O
25ml 1,5M Tris pH 8,8
0,1 ml 10 % SDS
3,33 ml 30 % Acrylamid
0,1ml 10 % APS
0,01 ml TEMED

10x SDS-Laufpuffer

250 mM Tris Base
1,92 M Glycin
1% SDS

10x TBS

15M NaCl
100 mM Tris

SDS-Sammelgel (5 %)

6,87 ml dH.,O

1,25ml 0,5 M Tris pH 6,8
0,1 ml 10 % SDS

1,67 ml 30 % Acrylamid
0,1 ml 10 % APS

0,01 ml TEMED

Transferpuffer

100 ml 10x SDS
200 ml Methanol
700 ml dH,O

TBST 0,05 %

11 1xTBS
500 pIl  Tween
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Auf ca. 700 ml H,O auffiillen, dann pH
8,1-8,5 einstellen, dann erst auf
Gesamtvolumen von 1 |

2.9.25 Immunzytochemie

10x TBS
1,5M NacCl
100 mM  TrisHCI
46 mM Tris base
pH 7,6

2.10 Plasmide und Klonierung

2.10.1 Verwendete Plasmide

Im Folgenden sind alle Plasmide aufgefiihrt, die in den Experimenten zum Einsatz

kamen. Sie standen dem Labor bereits in der Form zur Verfiigung oder wurden von mir

selbst kloniert. Samtliche Bestrophin-Punktmutationen stammen aus der Arbeit von

Vladimir Milenkovic zu krankheitsassoziierten Missense-Mutationen (2011).

Plasmid

Hergestellt von

hBestlwt

hBest1F305S pCDNAS3
hBest1F80L pCDNAS3
hBest1R218C pCDNA3
hBest1T6P pCDNAS3

hBestldel 380-456 pGEM
hBestldel 1-292+457-575 pGEM
hBestldel 1-292 pGEM
hBestldel1l-50 pGEM

hBestldel 320-350+457-570 pCDNA3.1 (+)c-myc

Rab27a pCDNA3.1 (+)6xHis

A. D. Marmorstein (Rochester, USA)
V. Milenkovic (Regensburg)
V. Milenkovic (Regensburg)
V. Milenkovic (Regensburg)
V. Milenkovic (Regensburg)
Diese Arbeit

N. Reichhart (Berlin)

N. Reichhart (Berlin)

Diese Arbeit

N. Reichhart (Berlin)

V. Milenkovic (Regensburg)

2.10.2 Verwendete Primer

Primer Sequenz (5' -> 3) Zweck
hvMD2Xhol_F ATCGCTCGAGCCACCATGACCATCACTTACACA Mutagenese
hBest1137EcoRi_R GAATTCCTGATTGGGCTGGAACTCCATCT Mutagenese
hBest1371EcoRi_F GAATTCACTGTATCAGAGGCCAGGCTACT Mutagenese
hBestlAge R CGTACCGGTGGAATGTGCTTCATCCCT Mutagenese
hBest151_F GGTACCATGAGGCTGGCCCTCACG Mutagenese
M13 F GTAAAACGACGGCCAGT Sequenzierung
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M13 R GGAAACAGCTATGACCATG Sequenzierung
VMD2-369_F AATAAGCCCGAGCCACAGCC Sequenzierung
VMD2-496_R GTCTTTGGTGTCTATGCCTG Sequenzierung

2.10.3 Vervielfaltigung von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA zu replizieren, wurden, sofern vorhanden, Bakterien mit den
entsprechenden Inserts aus Glycerolstocken wieder ausplattiert und die DNA im
Anschluss extrahiert. Alternativ dazu konnte eine kleine Menge des vorhandenen
Plasmids in einem Restriktionsverdau und einer nachfolgenden Agarose-
Gelelektrophorese isoliert werden. Nach Ligation der so gewonnenen DNA in einen
Vektor fand die Transformation in Bakterien statt. In einer Maxipraparation wurden die
Plasmide aufgereinigt (Abb. 2.1A).

Das genaue Vorgehen bei den einzelnen Schritten wird in den jeweiligen Kapiteln erklart.

2.10.4 PCR-gesteuerte Mutagenese
2.10.4.1 Allgemeine Vorgehensweise

Zur zielgerichteten Erzeugung von Deletionsmutationen kam die qualitative Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) zum Einsatz. Mit ihrer Hilfe konnten durch den Einsatz passend
entworfener Primer genau die gewinschten DNA-Abschnitte exponentiell vervielfaltigt
werden. Die PCR-Produkte wurden in einen Vektor ligiert, mit dessen Hilfe sie zur
weiteren Vermehrung in Bakterien eingeschleust wurden (Transformation). Nach einer
Kontrolle durch Minipraparationen wurde die DNA in einer Maxipraparation aus den
Bakterien zurtickgewonnen und so gleichzeitig ihre Konzentration erhdht (Abb. 2.1B). Je
nach herzustellender Mutante wurden daraufhin zwei derart gewonnene Sticke ligiert
und erneut transformiert (Abb. 2.1C). Vor dem ersten Gebrauch wurden die Mutanten

sequenziert.

2.10.4.2 PCR

Als Basis diente das humane Bestrophin-1-Wt-Plasmid. Die Zusammensetzung der
Proben war folgende: 1-fache Konzentration an 2x Red PCR Master Mix (25 pl bei einem
Endvolumen von 50 pl pro PCR-Tube), 0,3 pM 5'-Primer, 0,3 yM 3'-Primer, 50 ng DNA
pro Reaktion. Der Rest wurde mit destilliertem Wasser aufgefullt.

Jede PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt:
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95 °C 5 min
95 °C 30 sec
63 °C 30 sec
30 - 33 Zyklen 72 °C 90 sec
72 °C 7 min
4°C oo

Die Klonierung des hBestldel 380-456 pGEM erfolgte in zwei Teilschritten. Erst wurden
mithilfe der Primerpaare hBest1371EcoRi_F und hBestlAge_ R sowie hVMD2xho F und
hBest1137EcoRi_R in einer PCR der vordere und der hintere zu erhaltende
DNA-Abschnitt des BEST1-Gens vervielfaltigt. Die beiden Abschnitte wurden zu einem
spateren Zeitpunkt ligiert. Die PCR-Produkte wurden per Agarose-Gelelektrophorese
Uberpruft und die DNA bei korrekter Gréf3e aus den Gelen extrahiert (s. Kap. 2.10.11).
Zur Ermoglichung mehrerer Versuche bei der Ligation wurden die Einzelstticke an dieser
Stelle in einen Vektor ligiert und transformiert (genaues Vorgehen s. Kap. 2.10.4.4 und
2.10.5).

Die Mutante hBestldel 1-50 pGEM wurde mit den Primern hBest151 F und Agel_R

erzeugt und sofort in den Vektor eingebracht.

2.10.4.3 Ligation zweier DNA-Fragmente

Die mittels Restriktionsverdau und Agarose-Gelelektrophorese wiedergewonnenen
BEST1-Abschnitte fur die Mutante hBestldel 380-456 pGEM wurden mit T4 DNA Ligase
zusammengefligt. Diese katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
3'-Hydroxyl- und 5'-Phosphatgruppen. Uber die Auswahl geeigneter Restriktionsenzyme
kobnnen dabei zueinander passende Enden generiert und so die Anordnung der
Genabschnitte innerhalb der Fragmente gesteuert werden. Auf diese Weise entstand ein

neues BEST1-Gen mit einer Deletion der Aminosauren 380-456.

Die Ligationsreaktion setzte sich aus 4 ul 5x T4 DNA Ligase Puffer, jeweils 50 ng von
DNA 1 und DNA 2 und 1 pl T4 DNA Ligase zusammen. Sie wurde mit nukleasefreiem
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 ul aufgefillt. Entscheidend war, dass das Enzym
als letztes hinzugefligt wurde, damit die Reaktion nicht vorzeitig in Gang kam. Die
Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur tGber Nacht. Am folgenden Tag wurde das
Enzym bei 65 °C fiir 10 min hitzeinaktiviert. Es folgte wiederum die Uberpriifung und

Reinigung per Agarose-Gelelektrophorese.
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2.10.4.4 Ligation in den Vektor

Zum Einschleusen und Erhalt der DNA in Bakterien benotigt man einen Plasmid-Vektor.
Es wurde der pGEM®-T Easy Vektor von Promega benutzt. Zur Ligation der aus
PCR-Mutagenese oder der zuvor beschriebenen Ligation stammenden DNA-Fragmente
in den Vektor wurde ein Verhaltnis von 1 : 1 zwischen Vektor und DNA gewahlt. Flr einen
Ansatz mit 50 ng Vektor (1 pl) wurde auch 1 ul (3 Weiss units) T4 DNA Ligase verwendet.
Als Puffer diente %2 Volumen T4 DNA Ligase 2x Rapid Ligation Buffer, der Rest wurde
mit deionisiertem Wasser aufgefllt. Wenn die DNA-Konzentration es zuliel3, erfolgte die
Standardreaktion mit einem Gesamtvolumen von 10 pl. Die Ligationsreaktion inkubierte

bei 4 °C Gber Nacht. Im Anschluss wurde der gesamte Ansatz transformiert.

2.10.5 Kompetente Bakterien und Transformation

Transformation bezeichnet die Aufnahme des Plasmids durch kompetente, d.h. zur
Aufnahme freier DNA befahigte, Bakterien. Deren Fahigkeit der Vermehrung durch
Zellteilung macht man sich zunutze, um viele identische Kopien (Klone) des gewlinschten
DNA-Fragments zu erhalten. Dieses Prinzip wurde sowohl zur Reproduktion bereits
bestehender Plasmide ohne vorhandenen Glycerolstock als auch im Prozess der
Entwicklung neuer Mutanten genutzt. Als kompetente Bakterien dienten Escherichia coli
(E. coli), XL1 Blue Competent Cells.

Die Transformation erfolgte mittels Hitzeschock nach Standardprotokoll. Samtliche
Schritte ohne abweichende Angaben wurden auf Eis durchgefuhrt. Die tiefgefrorenen
E. coli-Zellen wurden kurz auf Eis aufgetaut und zur Erhéhung der
Transformationseffizienz 10 min mit 1,7 pl 1,42 M B-Mercaptoethanol vorinkubiert. Es
wurden Aliguots von 100 pl Zellsuspension pro Ansatz verwendet. Im Folgenden wurden
etwa 50 ng Plasmid-DNA hinzugegeben. Nach 30-minutiger Inkubation erfolgte der
Hitzeschock 45 s im Wasserbad bei 42 °C. Vor der Zugabe von 0,9 ml vorgewarmtem
SOC-Medium inkubierten die Zellen weitere 2 min auf Eis. Bei 37,5 °C wurden die Zellen
1 h bei 225-250 Umdrehungen pro Minute (rpm) geschuttelt. Es wurden
LB-Ampicillin-Agarplatten mit jeweils ca. 100-200 pl der Suspension beimpft. Die Zellen
wurden Uber Nacht bei 37 °C im Warmeschrank (FP53, Binder) wachsen gelassen.
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2.10.6 Identifizierung der richtigen Kolonien

Jede der gewachsenen Bakterienkolonien wird von einem Klon gebildet. Es gilt unter
allen Kolonien diejenigen zu finden, die nach erfolgreicher Transformation das richtige
DNA-Fragment enthalten. Um eine Vorauswahl zu treffen und so die Anzahl nétiger

Versuche zu reduzieren, kamen zwei Methoden zum Einsatz.

2.10.6.1 Selektion durch Antibiotikaresistenz

Beim GielRen der Agarplatten wurden diese mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt. Dadurch
konnten auf den Platten nur solche E. coli wachsen, die im Besitz eines
Ampicillin-Resistenzgens waren. Dieses wurde als sogenannter Selektionsmarker
zusammen mit dem pGEM®-T-Easy-Vektor in die Zellen eingefuhrt, weshalb davon
ausgegangen werden konnte, dass nur Kolonien von Bakterien wuchsen, bei denen eine
Transformation stattgefunden hatte. Diese Methode lasst allerdings noch keine
Ruckschlisse zu, ob sich das gewtinschte Insert in dem Vektor befindet.

2.10.6.2 Blau-weif3-Selektion

Soweit moglich wurde zur weiteren Einschrankung eine Blau-weil3-Selektion
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden auf dem vorbereiteten Platten IPTG und X-Gal
(je 40 ul pro Platte) verteilt. Der pGEM®-T-Easy-Vektor besitzt an der Position zur
Insertion der zu klonierenden DNA ein Gen, das LacZ-Gen, das fir einen Teil der
Proteinsequenz der (-Galactosidase kodiert. Mithilfe der bereits in den zur Blau-weil3-
Selektion geeigneten E. coli enthaltenen genetischen Information kénnen die Zellen nach
Aufnahme des leeren Vektors eine funktionsfahige B-Galactosidase exprimieren. IPTG
dient dabei als Induktor der Genexpression. Die Galactosidase spaltet X-Gal, wobei ein
blauer Farbstoff entsteht. Wurde hingegen Fremd-DNA in den Vektor eingefiigt, ist das
Leseraster des Gens gestort und es kann keine aktive B-Galaktosidase gebildet werden.
Die Bakterienkolonien bleiben weil3. Zur Intensivierung der Blaufarbung konnten die

Platten vor dem ,Klone-picken® fur 2 h in den Kuhlschrank gestellt werden.

Bei der weiteren Untersuchung wurde sich auf die weiRen Kolonien konzentriert. Um
herauszufinden, ob es sich bei dem Insert um das passende DNA-Fragment handelte,
wurden Klon-PCR oder ein Restriktionsverdau nach Minipraparation und eine

anschlieBende GroRenbestimmung mittels Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt.
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2.10.7 Sequenzierung

DNA-Fragmente mit der richtigen Gré3e wurden aufgereinigt und zur Sequenzierung zu
eurofins geschickt. Entsprechend dem von eurofins zur Verfugung gestellten Protokoll
wurden die Proben mit 15 pl DNA (100 ng/pl) und 2 ul Primer (10 pmol/ul) vorbereitet.

2.10.8 Umgang mit kompetenten Zellen und Aufbewahrung der Klone

Die kompetenten Zellen wurden tiefgekuhlt bei -80 °C aufbewahrt. Aufgetaute Bakterien
wurden von der Ubrigen Zellkultur ferngehalten. Alle Arbeitsmaterialien und Abfalle
wurden nach E. coli-Kontakt autoklaviert. Klone mit in Zukunft weiterhin benétigter
Plasmid-DNA konnten flr die spatere Vervielfaltigung aufbewahrt werden. Dazu wurde
eine Uber-Nacht-Kultur analog der Vorkultur fiir die Minipraparation (s. Kap. 2.10.9.1)
angelegt. 800 pl davon wurden mit 200 pl sterilem 50 % Glycerol vermischt. Die
entstandenen Glycerolstocks wurden ebenfalls bei -80 °C gelagert und konnten jederzeit
zur Vermehrung der Plasmid-DNA verwendet werden. Dafur wurde mit einer Impfése in
den noch gefrorenen Glycerolstock gestochen und das hangengebliebene Material
ausplattiert. Es wurde darauf geachtet, dass die Stocks unterdessen nicht auftauten,

sodass sie fur spatere Versuche nutzbar blieben.

2.10.9 Isolation rekombinanter Plasmid-DNA aus Bakterien

2.10.9.1 Minipraparationen

Zur Uberpriifung der Plasmide wurden in einer Minipraparation zunachst kleine Mengen
an DNA isoliert. Unter Zuhilfenahme einer Impfése wurde eine Einzelkolonie ,gepickt"
und in 4-5 ml LB-Medium (versetzt mit 50 pg/ml Ampicillin) gegeben. Die Vorkultur
inkubierte Gber Nacht bei 37,5 °C und 225-250 rpm auf dem Schuttelinkubator. Fur die
Minipraparation wurden 1,5-2 ml dieser Vorkultur weiterverwendet. Die Isolation der DNA
erfolgte entsprechend dem Protokoll des Herstellers des jeweiligen verwendeten Kits.

2.10.9.2 Maxipraparationen

Entsprach das Ergebnis der GroRRenkontrolle den Erwartungen, wurden 500 ml
LB-Ampicillin-Medium mit 250-500 pl der ersten Vorkultur beimpft und tGber Nacht bei
37,5 °C im Schiittelinkubator kultiviert. Dies diente der Gewinnung grof3erer Mengen
Plasmid-DNA durch eine Maxipraparation. Am folgenden Tag wurden die Bakterien durch

Zentrifugation geerntet (4000 U/min, 15 min, 4 °C). Mithilfe eines Plasmid Maxi Kits von
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QIAGEN wurden die Zellen alkalisch lysiert und die DNA saulenchromatographisch
isoliert und aufgereinigt. Dabei wurde gemalf3 der Herstellervorgaben vorgegangen und
die mitgelieferten Puffer und Anionenaustauscher-Saulen eingesetzt. Die mit Isopropanol
ausgefallte DNA wurde nach einem Waschschritt mit 70 % Ethanol in 100 pl
deionisiertem Wasser eluiert und bei 4 °C oder -20 °C gelagert. Alle verwendeten

Gefalie, die zuvor nicht steril verpackt waren, wurden vor der Nutzung autoklaviert.

Die aufgereinigte  DNA war sofort fur Transfektionen bzw. die Sequenzierung

einsatzbereit.

2.10.10 Restriktionsverdau

Die Plasmid-Vektoren besitzen eine Sequenz, in der dicht hintereinander die
Schnittstellen unterschiedlicher Restriktionsenzyme liegen, die sogenannte Multiple
Cloning Site. Restriktionsenzyme sind bakterielle Endonukleasen, die die DNA an genau
definierten Stellen schneiden kdnnen. DNA weist stets eine negative Ladung auf und liegt
nach einem Restriktionsverdau in linearisierter Form vor, sodass die Laufgeschwindigkeit
bei einer Gelelektrophorese nur von ihrer GrolRe abhangt. Da die Schnittstelle der
Endonukleasen und somit die zu erwartende Lange der entstehenden DNA-Stiicke
bekannt waren, konnte dieses Prinzip zur Uberprifung des Erfolgs einer Klonierung

genutzt werden.

Der Restriktionsverdau wurde auf3erdem bei der Vermehrung bereits vorhandener
Plasmide und zur Vorbereitung weiterer Klonierungsschritte angewandt. Er ermdéglichte
hierbei, die gewtinschten DNA-Fragmente aus der Ursprungs-DNA (z. B. dem Vektor) zu

gewinnen.

Das Vorgehen entsprach sich bei beiden Zwecken. Als Ausgangsmaterial diente aus
Minipraparationen gewonnene DNA. Fir einen Ansatz wurden in der Reihenfolge dH,O,
5 ul Inkubationspuffer (NEB1.1 oder NEB2.1), 1 pg DNA und zuletzt je 1 pl Enzym pro
Restriktionsenzym und pg DNA zusammenpipettiert. Die Wahl des richtigen Puffers
erfolgte unter Zuhilfenahme des von NEB zur Verfliigung gestellten Double Digest Finders
(https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder) in
Abhéangigkeit der jeweiligen Restriktionsenzyme. Es wurde der Puffer gewahlt, der zur
hochsten Aktivitat aller genutzten Enzyme fiihrte. Der Verdau fand bei 37 °C mindestens

1 h lang statt.
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2.10.11 Analytische und praparative Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Nukleinsduren gemal} ihrer Grof3e kénnen Gelelektrophoresen
eingesetzt werden. Bei linearen Molekilen ist die Wanderungsgeschwindigkeit

umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Lange.

Horizontale Agarose-Gelelektrophoresen kamen sowohl analytisch zur GréRRenkontrolle
der PCR-Produkte bzw. der in Minipraparationen und Restriktionsverdau gewonnenen
DNA-Stlicke als auch praparativ zur Isolierung dieser zum Einsatz. Es wurden 1,5-2 %
Agarose durch Aufkochen in 1x TAE-Puffer gelost und nach Abkuhlen auf ca. 55 °C 4-5 pl
Ethidiumbromid darin verteilt. Die Mischung wurde zlgig in einen entsprechenden
Gelschlitten gegossen. Nach vollstandigem Erkalten und damit einhergehendem
Erharten des Gels wurde es in der Elektrophoresekammer mit 1x TAE-Puffer bedeckt
und die Taschen mit Loading Dye versetzten Proben beflllt. Als Marker dienten 7-10 pl
Quick Load® Purple 2 Log DNA Ladder (0,1-10 kB). Die Auftrennung der DNA erfolgte
elektrophoretisch bei 80 V fur 45 min. Im Anschluss konnten die Banden mithilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid, der in die DNA interkaliert, im Molecular

Imager®-ChemiDoc™XRS oder direkt unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.

2.10.11.1 DNA-Isolierung aus Gelen

Zur Weiterverwendung der DNA kann diese nach einer praparativen Gelelektrophorese
aus dem Gel extrahiert werden. Dafur wurde unter UV-Licht bei einer Wellenlange von
312 nm die Bande von Interesse mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein
Eppendorfgefall Uberfuhrt. Die Isolierung der DNA erfolgte unter Nutzung des
Herstellerprotokolls mit dem GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit (Roboklon)
oder dem QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN). Die isolierte DNA wurde in 50 pl

sterilem dH,O aufgenommen.
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Abb. 2.1: Flussdiagramme zur Vorgehensweise bei Klonierungen. A: Replikation von
Plasmid-DNA. B: PCR-gesteuerte Mutagenese. C: Vorgehen zur Deletion einer mittleren

Sequenz. Gewinnung der vorderen und hinteren Teilsequenz durch PCR-gesteuerte
Mutagenese wie in B gezeigt.
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2.11 Zellkultur und Transfektionen

2.11.1 Allgemeines

Alle im Zusammenhang mit der Zellkultur stehenden Arbeiten wurden unter einer sterilen
Werkbank durchgefihrt. Um Verunreinigungen vorzubeugen, wurden sterile
Einmalartikel genutzt oder die Materialien vor der Verwendung autoklaviert. Nicht sterile
Losungen wurden ebenfalls autoklaviert und ggf. zusatzlich filtersterilisiert. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C und einer CO,-Konzentration von 5 % in einem

Wasserdampf-gesattigten Begasungsbrutschrank.

2.11.2 Zellkultur und Passagieren von Zellen

Verwendet wurden ausschlie3lich CHO-Zellen, weil hier die Oligomerisation des
Bestrophin-1 der der RPE-Zellen am &ahnlichsten ist. Diese wurden in DMEM/HAM-F12
kultiviert, versetzt mit 10 % FKS und 1 % P/S. Nach dem Auftauen neuer Zellen fanden

vor der ersten Transfektion mindestens drei Passagen statt.
Die Zellen wurden maximal zwanzigmal passagiert, bevor sie entsorgt wurden.

Bei Erreichen von Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Zu diesem Zweck wurden die
Zellen nach einem Waschschritt mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) mittels
Inkubation im Brutschrank mit Trypsin-EDTA vom Gefal3boden abgeldst. Nach etwa
2 min wurde die toxische Trypsinwirkung durch Zugabe von Nahrmedium abgestoppt.
Die Zellsuspension wurde in ein 15-ml-Tube tberfiihrt und wahrend 3 min bei 800 rpm
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in frischem Nahrmedium resuspendiert

und in einer neuen Zellkulturflasche im Brutschrank kultiviert.

Im Mittel wurden die Zellen alle drei Tage passagiert. Bei einem langeren Intervall
zwischen den Passagen wurde nach drei Tagen das Nahrmedium gewechselt, indem

drei Viertel des alten durch neues Medium ersetzt wurden.

2.11.2.1 Transfektion

In den Experimenten wurden heterolog exprimierte Proteine untersucht. Transfiziert
wurde jeweils eine Kombination aus zwei Plasmiden, die fir His-getaggtes Rab27a
einerseits und fur den Bestrophin-1-Wt beziehungsweise die zu untersuchende
Bestrophin-Mutante andererseits kodierten. Die Mutanten hBestl F305S und T6P
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wurden auch gemeinsam mit dem Bestrophin-1-Wt transfiziert, um die Konstellation bei

autosomal-dominanter Vererbung nachzustellen.

In Vorbereitung der Transfektionen fir Koimmunprazipitationen wurden die Zellen bei
einem Passagiervorgang nicht in Flaschen, sondern in gréf3erer Menge (etwa 5 ml der
neuen Zell-Nahrmedium-Suspension) in 100 mm Petrischalen gegeben. Sollte eine
Immunhistochemie durchgefiihrt werden, wurden mit 12- oder 15-mm-Deckgléasern
bestlckte 12-Loch-Zellkulturplatten verwendet.

Die Transfektion erfolgte 12-24 h nach der Aussaat. Die Zellen sollten zu diesem
Zeitpunkt eine Konfluenz von 70-80 % erreicht haben. Als Transfektionsreagenz diente
Lipofectamine 2000 im Verhéltnis von Reagenz zu DNA 1,5-2:1. Das kationische
Reagenz ermdglicht der negativ geladenen Plasmid-DNA durch Komplexbildung und
einer somit insgesamt positiveren Ladung die Passage in die Zellen. Pro
100-mm-Petrischale und Plasmid wurden 6 pg DNA verbraucht, fir die Immunzytochemie
waren es 0,5 pg pro Vertiefung einer 12-Loch-Platte. Nach 5-minutiger Inkubation des
Transfektionsreagenz und der Plasmid-DNA mit je 100 pl beziehungsweise 1000 pl des
Mediums  Opti-MEM® in  separaten EppendorfgefaRen  wurde  beides
zusammengegeben. Bei Raumtemperatur inkubierte das Gemisch weitere 5-20 min,

bevor es schliel3lich auf die Zellen gegeben wurde.

2.12 Koimmunprazipitation
2.12.1 Allgemeines Funktionsprinzip

Koimmunprézipitation (oder indirekte Immunprazipitation, IP) ist eine gangige Methode,
um Protein/Protein-Interaktionen aufzudecken. Ein Zelllysat wird zu einer stationdren
Phase, in der Regel Agarosekigelchen, gegeben, die wiederum aufgrund eigener
Affinitdt oder mithilfe eines gekoppelten Antikdrpers an eines der zu untersuchenden
Proteine binden. Aufgrund der hohen Masse der Kugelchen (Beads) kann der
entstandene Komplex per Zentrifugation aus dem ubrigen Lysat ausgefallt werden. Dabei
werden auch etwaige Interaktionspartner des Proteins prazipitiert, da
Protein/Protein-Interaktionen in mehr oder weniger stabilen Bindungen resultieren. Die
Methode wird indirekt genannt, wenn das Prazipitat im Anschluss nicht auf das
eigentliche Antigen, sondern auf das Vorhandensein des vermuteten Interaktionspartners

hin untersucht wird. Finden sich in diesem Komplex assoziierte Proteine, geht man davon
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aus, dass sie in der Zelle zuvor eine funktionelle Einheit gebildet haben. Es gilt jedoch zu

bedenken, dass es sich dabei lediglich um eine Annahme handelt.

2.12.2 Aufbereitung der Zelllysate

Etwa 36 h nach der Transfektion konnten die Zellen geerntet werden. Hierzu wurde zuerst
Uberflissiges Nahrmedium entfernt und die Petrischale einmal mit kaltem PBS gesplilt.
Nach der Zugabe von 0,5 ml Lysispuffer wurden die am Boden haftenden Zellen unter
Eiskiihlung des Gefal3es vorsichtig mit einem sterilen Zellschaber geerntet. In den
weitaus haufigeren Fallen sollte die Koimmunprazipitation gegen Rab27a ausgefihrt
werden. In diesen Fallen wurde der Lysispuffer fir die Cobalt-Beads verwendet. Die
Cobalt-Beads binden spezifisch an Histidin-Tags entsprechend markierter Proteine und
wurden im vorliegenden Fall zur Detektion des His-getaggten Rab27a eingesetzt. Sollte
eine Immunprézipitation gegen Bestrophin-1 stattfinden, fanden Protein G-Beads und
Rosenthal-Puffer Verwendung. Letzterer wurde frisch mit pankreatischem Trypsin-
Inhibitor Aprotinin im Verhéltnis 1 : 1000 (Aprotinin : Lysispuffer) und Phenylisocyanat
(PIC) 1: 100 versetzt. Als Proteaseinhibitor dienten Roche Complete Mini Tabletten.

Das Zell-Lysispuffer-Gemisch wurde beim Resuspendieren méglichst homogenisiert und
in 2 ml Eppendorfgefalien 20 min auf dem Schuttler im Kuhlraum belassen. Anschlie3end
wurde es fur 20 weitere min bei 13000 g und 4 °C zentrifugiert.

In den Reaktionsgefal3en war daraufhin unten ein Pellet mit grof3en Zellresten zu
erkennen, das verworfen wurde. In einer klaren, wassrigen Phase dariiber befand sich
das Lysat, dessen Proteinkonzentration im NanoDrop 2000 gemessen wurde. Hierbei

sollte eine Konzentration von mindestens 1 mg/ml erreicht werden.
100 pl des Lysats wurden bei -20 °C fur folgende Schritte aufbewahrt (L).

Der verbliebene Uberstand wurde auf jeweils 50 pl Cobalt-Beads oder eine zuvor
vorbereitete Mischung aus 50 pl Protein G-Beads plus 7 pl Bestrophin-1-Antikorper
pipettiert. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C tiber Nacht auf einem Uberkopf-Schiittler.

In einem 1-minutigen Zentrifugationsschritt wurden am folgenden Tag die Proteine, die
an die Beads gebunden hatten (Pellet), von den tbrigen getrennt (Uberstand). Von der
nicht gebundenen Fraktion (not bound, NB) wurden wiederum 100 pl aufbewahrt, der
Rest verworfen. Das die Beads enthaltende Pellet wurde in 3-4 Waschschritten mithilfe
des jeweiligen Waschpuffers (mit einem Volumen von etwa 0,8-1 ml) weiter aufbereitet.
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Zentrifugiert wurde stets bei 4 °C mit 1000-1200 g. Beim letzten Waschvorgang wurden

nur 100 pl inklusive der Beads belassen (IP).

Das aus einer Zelllyse gewonnene Prézipitat 1P, das dazugehorige Zelllysat L und der
nicht gebundene Zelliiberstand NB bildeten ein Proben-Triplett flr die nachfolgenden
Experimente, die den Ablauf, Erfolg oder Misserfolg der Prazipitation dokumentieren. Zur
Vorbereitung der Gelelektrophorese wurde zu jeder der drei zusammengehérenden
Proben als Probenpuffer Vierfach-Laemmli und im Verhaltnis 10:1 dazu
B-Mercaptoethanol zur Reduktion der Disulfidbriicken gegeben, sodass die Proteine in
ihrer Primarstruktur vorlagen. Die IP-Probe mit den Cobalt-Beads wurde zuséatzlich mit
150 mM Imidazol versetzt. Um eine Dissoziation der Proteinkomplexe von den Beads zu
bewirken, wurden die Proben daraufhin fir 3 min bei 90 °C erhitzt. Nach diesem Schritt
konnten sie entweder bei -20 °C fir einen spateren Zeitpunkt aufbewahrt oder direkt ein

Gel damit beladen werden.

2.12.3 SDS-PAGE
2.12.3.1 Theoretische Grundlagen

Die Auftrennung der Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts erfolgte in einer
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970). Die
diskontinuierliche Gelelektrophorese beruht auf einem System aus zwei verschiedenen
Gelen, wobei das dunnere Sammelgel Gber dem Trenngel liegt. Die Gele unterscheiden
sich in PorengréRe und pH-Wert (deshalb ,diskontinuierlich®). Bei Anlegen eines
elektrischen Stroms werden die Proteine im grof3porigen Sammelgel derart konzentriert,
dass sie gleichzeitig ins Trenngel eintreten. Bei Durchlaufen des deutlich kleinporigeren
Trenngels beginnen die Proteine dann, sich nach ihrer GréRe aufzutrennen. Kleinere

Proteine migrieren hierbei schneller in Richtung der Anode.

Die Mobilitat der Molekiile ist eine Funktion der Lange, Konformation und Ladung dieser.
Bei der Methode nach Laemmli dient zusatzlich Natriumdodecylsulfat (SDS) dazu, durch
Linearisierung und Uberdeckung der Eigenladung der Proteine eine Auftrennung dieser

zu ermoglichen, die fast ausschlief3lich auf ihrer Gré3e beruht.

2.12.3.2 Durchfuhrung der Gelelektrophorese

Fur die Detektion von Bestrophin-1 mit seinem Molekulargewicht von 67-68 kDa erwiesen

sich 1,5 mm dicke Gele mit 10-12 % Acrylamid im Trenngel als geeignet. Das Sammelgel
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enthielt 5 % Acrylamid. In die Taschen des Gels wurden nacheinander jeweils 30 ul NB,
IP und L pipettiert, sodass sie spater auf der Membran in umgekehrter Reihenfolge zu
liegen kamen. Als GrolRenreferenz dienten in einer zusatzlichen Tasche 5-10 pl Page
Ruler™ Prestained Protein Ladder (10-180 kDa) oder Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder (10-260 kDa). Die Proben wurden in der mit Laufpuffer beftllten Kammer
in den ersten 15 min bei 80 mA und anschlieRend bei 60 mA Stromstarke so lange
aufgetrennt, bis der Farbstoff des Probenpuffers das Gel vom Minus- zum Pluspol

durchwandert hatte. Alternativ wurden konstant 200 V Spannung angelegt.

2.12.4 \Western Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran
Ubertragen, die zuvor 5 s in Methanol aktiviert wurde. Hierzu wurde an die mit
Transferpuffer beflllte Kammer 150 min lang entweder eine konstante Stromstarke von
250 mA oder 1 h eine konstante Spannung von 100 V angelegt. Der Transferpuffer wurde
zuvor gekuhlt und die Mini-PROTEAN® Tetra Cell Kammer auf Eis gestellt.

Unspezifische freie Proteinbindungsstellen wurden tber Nacht, mindestens aber fir 1 h
in 5 %iger Milchldsung (in 0,05 %-TBST) blockiert, bevor die Membran mit einer Losung
aus primarem Antikorper und 0,05 %-TBST entweder fiur 2 h bei Raumtemperatur oder
Uber Nacht im Kuhlraum inkubierte. Nach dreimaligem Waschvorgang mit 0,05 %-TBST,
um nicht gebundene Antikorper-Uberstande zu entfernen, wurde fir 1 h der jeweilige
Meerrettichperoxidase (HRP)-gebundene, Spezies-spezifische sekundare Antikoérper
dazugegeben (ebenfalls verdinnt in 0,05 %-TBST). Genau wie zuvor wurde die
Membran im Anschluss gewaschen. Es folgte eine 5-minitige Inkubation mit
Detektionsreagenz, woraufhin Antikdrper-bindende Proteine mittels Chemilumineszenz
im Molecular Imager®-ChemiDoc™XRS sichtbar gemacht werden konnten. Die Bilder

wurden mithilfe von QuantityOne-Software (Bio-Rad) ausgewertet und bearbeitet.

Membranen konnten im Anschluss erneut mit einem anderen Antikdrper behandelt und
eingeféarbt werden. Dazu wurden sie mithilfe des Restore™ Western Blot Stripping Buffer

5-15 min gewaschen und erneut geblockt.

2.13 Immunzytochemie

Die zu farbenden Zellen wurden wie unter dem Abschnitt zur Transfektion beschrieben
auf Deckglasern in 12-Loch-Platten im Brutschrank angezichtet. Bei Erreichen der
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Konfluenz, in der Regel etwa 1,5 bis 2 Tage nach Transfektion, wurden sie nach
vorsichtigem Abpipettieren des Nahrmediums 10 min in 4 % Paraformaldehyd fixiert. Vor
Zugabe der priméren Antikorper folgte ein mehrfacher Waschvorgang mit TBS (Tris-
gepufferte Salzlosung) (dreimal 5 min) und die Blockade unspezifischer Bindungsstellen
durch 30-mindtige Inkubation in 5 % bovinen Serumalbumin (BSA). Die Inkubation mit
den primaren Antikérpern, geldst in 0,8 % BSA in TBS, erfolgte bei 4 °C tiber Nacht. Nach
wiederholtem Waschen mit TBS wurden am folgenden Tag die Fluoreszenz-markierten
Spezies-spezifischen sekundaren Antikdrper (in TBS mit 0,8 % BSA) fur 1 h
hinzugegeben. Um die Fluoreszenzfahigkeit fur die Detektion mdglichst vollstandig zu
erhalten, erfolgten dieser Schritt sowie alle weiteren in einem abgedunkelten Raum. Die
Zellen wurden wiederum dreimal mit TBS gewaschen. Zur Farbung der Zellkerne wurde
fur 5 bis 10 min DAPI hinzugegeben.

Mithilfe eines Tropfens Dako Fluorescent Mounting Medium wurden die Deckglaser
abschlieend luftblasenfrei mit der zellbedeckten Seite nach unten auf Objekttrager
aufgebracht. Wenn nicht anders beschrieben, wurden alle Schritte bei Raumtemperatur
durchgeflhrt. Die fertigen Objekttrager wurden im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und

vor dem Mikroskopieren mindestens 2 h vollstandig ausharten gelassen.

Die Betrachtung der Zellen und Aufnahme der Bilder fand unter einem konfokalen
Mikroskop (LSM 510, Zeiss) mit ZEN-Software statt.

2.14 Auswertung der Daten und statistische Analyse

Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgefihrt. Western Blots wurden
ausgewertet, indem die Proteinbanden in einer densitometrischen Analyse mit
QuantityOne-Software quantifiziert und verglichen wurden. Hierzu wurde die Intensitat
der jeweils zu untersuchenden Bande im Prazipitat ins Verhaltnis zu derjenigen des
Lysats gesetzt. Ein Wert von 1 wirde dementsprechend bedeuten, dass sich in beiden
Proben genau gleich viel Protein befindet. Konfokale Aufnahmen von
immunzytochemischen Farbungen wurden mit ImageJ analysiert. Zur Beurteilung der
Kolokalisation wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient (Pearson’s Correlation
Coefficient, PCC) ermittelt, eine der Standardtechniken zur Korrelation zweier Bilder. Der
PCC basiert nur auf Ahnlichkeiten in der Form und lasst Intensitatswerte aulRer Acht. Er
kann Werte zwischen -1 bis 1 annehmen, wobei -1 keinerlei Uberlappung und 1 eine

vollstdndige Kolokalisation bedeutet.
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Es wurden jeweils die Mittelwerte + Standardfehler (standard error of the mean, SEM)
angegeben. Zur Testung der statistischen Signifikanz wurden ungepaarte student’sche
t-Tests durchgefuhrt, wobei eine Signifikanz bei p-Werten unter 0,05 angenommen
wurde. p-Werte < 0,05 wurden mit einem einfachen Asteriskus (*), p < 0,01 mit einem
zweifachen (**) und p < 0,001 mit einem dreifachen Asteriskus (***) erkenntlich gemacht.
n bezieht sich auf die Anzahl der Experimente. In den Abbildungen werden reprasentative

Experimente gezeigt.
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3. Ergebnisse

3.1 Kontrollversuche

Vor Beginn der eigentlichen Experimente wurden zur Testung der verwendeten Plasmide

und der Eignung des Expressionssystems verschiedene Kontrollversuche durchgefuhrt.

3.1.1 Endogene Expression und Antikdrperspezifitat

Zum Ausschluss einer endogenen Expression der Zielproteine wurden Lysate
untransfizierter Zellen mittels Gelelektrophorese und Western Blot (WB) aufgetrennt und
gegen Bestrophin-1 und Rab27a gefarbt. Es konnte gezeigt werden, dass in den
genutzten CHO-Zellen keine Eigenexpression dieser Proteine stattfindet (Abb. 3.1A/B),
sodass die Expression genau kontrolliert werden konnte. In einer Farbung gegen His
konnte aulBerdem eine unspezifische Reaktivitat von Zellbestandteilen in Abwesenheit
von Rab27a mit His-tag mit den Cobalt-Beads ausgeschlossen werden (Abb. 3.1C). Als
Positivkontrolle diente His-markiertes Rab27a fur die Farbungen gegen Rab und His
respektive Bestrophin-1-Wt fir die Farbung gegen Bestrophin. Erwartungsgemar liegt
die Bande fir Bestrophin-1 bei 67 kDa, wahrend Rab27a ein Molekulargewicht von
27 kDa aufweist (plus etwa 1 kDa fir den His-Tag). Auf diese Weise wurden auch neue
Antikorper an untransfizierten und an einfach transfizierten Zellen, bei denen der

erwartete Effekt bekannt war, getestet (nicht gezeigt).

A KDa NK PK B KDa NK PK
95 — 55 —
72 —
] < 67 40—
52 — 35—
42 25 — | 28
WB: anti hBest1 WB: anti Rab27a
C KDa NK PK
" ! ' "‘ "
55 — I b ’ :
40— |
Bs—| "
25 | — | 28
WB: anti His
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Abb. 3.1: Expressionssystemkontrollen. A: Untransfizierte CHO-Zellen (NK) wurden im
Western Blot gegen Bestrophin gefarbt. Als Positivkontrolle dient Lysat von mit Bestrophin-1-Wt
transfizierten Zellen (Bestrophin-1: 67 kDa). B: Untransfizierte CHO-Zellen (NK), gefarbt gegen
Rab27a. Als Positivkontrolle dienen mit Rab27a-His-tag einfachtransfizierte Zellen (28 kDa).
C:. Untransfizierte Zellen, gefarbt gegen His (NK). Als Positivkontrolle dienen mit

His-markiertem Rab27a transfizierte Zellen. (NK = Negativkontrolle, PK = Positivkontrolle)

3.1.2 Immunpréazipitationskontrollen
3.1.2.1 Protokolle und Préazipitationseffizienz

Zur Etablierung des richtigen Protokolls fiir die Verwendung von Protein G-Agarose- und
Cobalt-Beads wurden Zelllysate einfach transfizierter Zellen verwendet. Zur Testung der
Protein G-Beads wurden die Beads mit Bestrophin-1-AntikGrper versetzt und an
Bestrophin-haltigen Lysaten eine Immunprazipitation durchgefuhrt, wobei sich 7 pl
unverdinnter Antikorper als geeignete Menge erwiesen. Die Membran aus dem im

Anschluss durchgefiihrten Western Blot wurde gegen Bestrophin-1 gefarbt (Abb. 3.2A).

Mit den Cobalt-Beads wurde gleichermalRen verfahren, mit dem Unterschied, dass statt
Bestrophin His-markiertes Rab27a zum Einsatz kam und den Beads keine Antikorper
beigegeben werden mussten. Fir die Cobalt-Beads wurden zwei Protokolle im Vergleich
getestet, bei denen sich die Koimmunprazipitationseffizienz erheblich unterschied. Bei
Verwendung des Protokolls, das auch spéater genutzt wurde, blieb in der nicht
gebundenen Fraktion kaum Rab27a zuriick (Abb. 3.2B). Das Vorgehen war dabei analog
zur Beschreibung im Material- und Methodenteil (s. Kap. 2.12.2). Das zweite getestete
Protokoll entsprach dem, welches Thermo Fisher Scientific fur die Verwendung der
Cobalt-Beads zur Verfugung stellt (Abb. 3.2C).

A Vektor: hBest1 Wt

KDa L P NB

95 —
72 —

52 —
42

IP: anti hBest1
WB: anti hBest1
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B Vektor: Rab27a C Vektor: Rab27a

kDa L IP NB kDa L IP NB

55 — 55—

40— 40—

35— 35 —

N — « 28 s | T eem e |« 2

IP: anti Rab27a IP: anti Rab27a
WB: anti Rab27a WB: anti Rab27a

Abb. 3.2: Etablierung der Immunprazipitationsprotokolle. A: CHO-Zellen wurden mit
Bestrophin-1-Wt transfiziert. Zur Etablierung des Protokolls erfolgten Immunprézipitation und
Western Blot beide gegen Bestrophin-1 (67 kDa). B und C: CHO-Zellen wurden mit Rab27a
transfiziert. Mithilfe von Cobalt-Beads wurde die Immunprazipitation in beiden Fallen gegen
Rab27a bzw. gegen den His-Tag durchgefuhrt, der Western Blot ebenfalls gegen Rab27a.
Vergleich zweier Immunprézipitationsprotokolle mit unterschiedlicher Prazipitationseffizienz. (L
= Lysat, IP = Immunprézipitat, NB = nicht gebundene Fraktion)

3.1.2.2 Artefakte der Koimmunpréazipitation

Indem die Versuche zur Detektierung einer Interaktion zwischen Rab27a und dem
Bestrophin-1-Wt in beide Richtungen durchgefuihrt wurden, sollte die Gefahr falsch
positiver Ergebnisse aufgrund unspezifischer Bindungsreaktionen verringert werden.
Hierbei gelang der Nachweis, dass sowohl Bestrophin-1 bei der Prazipitation von Rab27a
koprazipitiert als auch umgekehrt Rab27a mit Bestrophin-1 (s. Kap. 3.2). Dartber hinaus
wurde die Proteinexpression immunhistochemisch an intakten CHO-Zellen untersucht,
um durch Kompartimentierungsverlust entstehende Artefakte auszuschlielBen. Alle

Experimente wurden mehrfach wiederholt.

3.1.3 Kontrollen fur zellulare Immunhistochemie

Zur besseren Bestimmbarkeit der subzellularen Lokalisation der transfizierten Proteine
und zur Abgrenzung der Zellmembran vom Zytosol wurden native CHO-Zellen gegen
a5p1-Integrin gefarbt (Abb. 3.3). Dabei handelt es sich um ein fest verankertes
Transmembranprotein, das tUberall in den Zellmembranen vorkommt. Integrin-Antikorper
sind demnach geeignet, um die Zellmembranen sichtbar zu machen. Die Aufnahmen
dienten dem Vergleich, um die Position der anderen, zu untersuchenden Proteine besser

einschéatzen zu kdnnen.
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Integrin

Integrin merge

Abb. 3.3: Farbung von Integrin zur Visualisierung der Zellmembranen. A und B:
Untransfizierte CHO-Zellen wurden durch Antikérperfarbung des Membranbestandteils Integrin
(grin) sichtbar gemacht. Im zweiten Bild sind zusatzlich die Zellkerne durch DAPI blau gefarbt.
Malistab: 10 pum.

3.2 Rab27aund Bestrophin-1-Wt interagieren

Zunachst wurde der Bestrophin-1-Wt auf eine Protein/Protein-Interaktion mit Rab27a
untersucht, indem an CHO-Zellen, die heterolog Rab27a-His-Tag (Rab27a pCDNA3.1
(+)6xHis) und den  Bestrophin-1-Wt  (hBestlwt pCDNA3) exprimierten,
Koimmunpréazipitationen durchgefihrt wurden. Zu diesem Zweck wurden Zelllysate
vorbereitet und Cobalt-Beads, die an His-Tags binden, respektive Antikdrper-gekoppelte
Agarose-Beads eingesetzt. Dabei war die Immunprazipitation primar entweder gegen
Rab27a oder Bestrophin-1 gerichtet, wobei das jeweils andere Protein anschliel3end im
Western Blot angefarbt wurde. Im Prazipitat der Immunprazipitation gegen Rab27a war
stets Bestrophin-1 nachweisbar und umgekehrt (Abb. 3.4). Es zeigte sich also in beiden

Fallen, dass eine Bindung zwischen den zwei Proteinen stattgefunden hatte.

Der Versuch unter dem Einsatz von Cobalt-Beads wurde finfmal wiederholt und
guantitativ ausgewertet. Fir den Bestrophin-1-Wt ergab sich aus allen aufgenommenen
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und auswertbaren Bildern ein Mittelwert von 1,86 + 0,27 (n =5) (IP : L). Dieser Wert diente
als Referenz fur die Bewertung der nachfolgenden Versuche mit mutanten
Bestrophin-1-Formen. In der nicht gebundenen Fraktion (NB) lie3 sich eine
entsprechende Bande lediglich erahnen, was fir eine sehr gute Koimmunprazipitation

beziehungsweise eine starke Bindung des Bestrophin-1-Wt an Rab27a spricht.

A Vektor: Rab27a + hBest1 Wt B Vektor: Rab27a + hBest1 Wt

kDa L P NB KDa L P NB
95 — 55
72—

—— — -« 67 40—
52 — 35—
42 25 — . — <+ 28

IP: anti Rab27a IP: anti hBest1
WB: anti hBest1 WB: anti Rab27a

Abb. 3.4: Interaktion zwischen Rab27a und Bestrophin-1-Wt. CHO-Zellen wurden mit
Rab27a und Bestrophin-1-Wt transfiziert. A: Rab27a wurde mithilfe von Cobalt-Beads
ausgefallt und die prazipitierten Proteine im Western Blot mit Antikérpern gegen Bestrophin-1
(67 kDa) gefarbt. IP-Banden bei 67 kDa sprechen fur eine physikalische Interaktion von
Bestrophin-1 mit Rab27a. B: Bestrophin-1 wurde mit Anti-Bestrophin-1-Antikdrpern und
Agarose-Beads immunprazipitiert, gefarbt wurde gegen Rab27a (His-markiert 28 kDa).
Wiederum war eine Koimmunprazipitation nachweisbar. (L = Lysat, IP = Immunprazipitat, NB =

nicht gebundene Fraktion)

Die subzellulére Lokalisation der beiden Proteine wurde mittels Immunzytochemie in
transfizierten CHO-Zellen analysiert. Das diente zugleich dem Ausschluss falsch positiver
Ergebnisse der Immunpréazipitationen durch Kompartimentierungsverlust der Zellen
wahrend der Lyse. Sowohl Rab27a als auch wildtypisches Bestrophin-1 fanden sich
kolokalisiert im Bereich der Zellmembran (Abb. 3.5). Dies resultierte in einem PCC von
0,77 £ 0,02 (n = 15). Eine direkte oder indirekte Wechselwirkung kann somit tatséchlich
stattfinden.
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Rab27a hBest1 Wt

Rab27a hBest1 Wt

Abb. 3.5: Subzelluléare Lokalisation von Rab27a und Bestrophin-1-Wt. A und B: CHO-
Zellen wurden mit Rab27a (grin) und Bestrophin-1-Wt (rot) transfiziert. Gelbe Farbung in
Uberlagerungsbildern indiziert eine Kolokalisation der beiden Proteine. Zellkerne stellen sich
blau dar. Maf3stab: 10 um.

3.3 Abgeschwachte Interaktion zwischen Rab27a und

krankheitsassoziierten Bestrophin-1-Mutanten

Um der Frage nachzugehen, ob Rab27a eine Rolle in der Pathogenese der Best’schen
vitelliformen Makuladystrophie spielt, wurden CHO-Zellen mit Rab27a und einer von vier
krankheitsassoziierten Bestrophin-1-Mutanten kotransfiziert und durch
Koimmunpréazipitation und Western Blot auf das Auftreten einer physikalischen
Interaktion untersucht. Bei den Mutanten handelte es sich allesamt um Missense-
Mutanten, die durch eine Punktmutation zu einer veranderten Aminosauresequenz
fuhren und deren Vorkommen bei BVMD-Patienten beschrieben ist (BEST1 Database,
2017). Es wurden die Mutanten hBestlF305S, F80L, R218C und T6P getestet.
Koimmunprézipitation wurde als stattgehabte Interaktion gedeutet. Die Effizienz der
Koimmunprézipitation und somit der Bindung wurde mit der Bindungseffizienz des

Bestrophin-1-Wt verglichen und in Relation dazu gestellt.
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Die Prazipitation von Rab27a fuhrte stets zu einer Koimmunprazipitation mit
Bestrophin-1, die aber je nach Mutante unterschiedlich stark ausfiel (Abb. 3.6). Starke
Banden in der IP sprechen fur eine starke Interaktion, wahrend kraftige NB-Banden in
Verbindung mit schwachen IP-Banden eher das Gegenteil bedeuten. Die Bestrophin-1-
Mutante R218C zeigte mit Rab27a eine Interaktion, die sich bei einem IP : L-Verhaltnis
von 1,35 = 0,07 (n =5) in ihrer Auspragung nicht signifikant von derjenigen zwischen dem
Rab-Protein und dem Bestrophin-1-Wt unterschied (p = 0,13). F80L bewegte sich im
Mittelfeld der untersuchten Mutanten, mit einer relativen Intensitéat der IP-Bande von 0,86
+ 0,13 (n = 3) von der Intensitat der Bestrophin-1-Bande im Lysat, wohingegen bei den
beiden Ubrigen Punktmutanten bei 67 kDa nur sehr schwach ausgepragte Banden
detektierbar waren. Die relative Intensitat (IP: L) der Bande nach Transfektion von
Bestrophin-1-F305S entsprach 0,33 £ 0,12 (n = 3), diejenige bei Bestrophin-1-T6P sogar
nur 0,24 = 0,12 (n = 3). Bei Bestrophin-1-F80L betrug die Effizienz der
Koimmunpréazipitation demnach noch 46 % von der des Wildtyps, bei
Bestrophin-1-F305S waren es 18 % und bei Bestrophin-1-T6P 13 %. Somit fand bei jeder
der Mutanten zwar noch eine Protein/Protein-Interaktion zwischen Rab27a und
Bestrophin-1 statt, diese war jedoch aulRer bei R218C signifikant geringer als beim

Wildtyp, was auf eine reduzierte Bindungsaffinitat hinweist.

A Vektor: Rab27a + hBest1 R218C B Vektor: Rab27a + hBest1 F80L
kDa L IP NB kDa L IP NB
95 — 95 — .
72 — 72 —
— - « 67 -— S « 67
52 — 52 —
42 42
IP: anti Rab27a IP: anti Rab27a
WB: anti hBest1 WB: anti hBest1
C Vektor: Rab27a + hBest1 F305S D Vektor: Rab27a + hBest1 T6P
KDa L P NB KDa L P NB
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WB: anti hBest1 WB: anti hBest1
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Abb. 3.6: Interaktion zwischen Rab27a und krankheitsassoziierten Bestrophin-1-
Mutanten. CHO-Zellen wurden mit Rab27a und jeweils einer Bestrophin-1-Mutante transfiziert.
Es wurde Rab27a prézipitiert und im Western Blot gegen Bestrophin-1 (67 kDa) gefarbt. (L =
Lysat, IP = Immunprazipitat, NB = nicht gebundene Fraktion) A: Koimmunprazipitation von
Bestrophin-1 nach Transfektion der Bestrophin-1-Mutante R218C. B: Koimmunpréazipitation
nach Transfektion von F80L. C: Koimmunprazipitation nach Transfektion von F305S. D:
Koimmunprazipitation nach Transfektion von T6P. E: Zur Quantifizierung der Effizienz der
Koimmunprazipitationen wurde das Verhdltnis zwischen Intensitéat der Bande in der IP und
Intensitat der Bande im Lysat gebildet (IP : L). (Daten gegeben als Mittelwert + SEM; n = 3-5)
Bewertung der Signifikanz der Abweichung gegeniber der wildtypischen Effizienz. (* p < 0,05,
** p< 0,01, **p<0,001)

Unterstitzend zu diesen Beobachtungen wurde anschlieend in identisch transfizierten
Zellen mithilfe von Immunzytochemie die Lokalisation der Bestrophin-Mutanten und

deren Kolokalisation mit Rab27a analysiert (Abb. 3.7).

Das Verteilungsmuster der mutanten Bestrophine war insgesamt etwas heterogener als
beim Bestrophin-1-Wt. Bestrophin-1-R218C entsprach in optischer Kontrolle
weitestgehend dem Bestrophin-1-Wt. Auch Bestrophin-1-F305S zeigte sich wie der
Bestrophin-1-Wt hauptsachlich peripher und dabei nur ein wenig unregelmafiger verteilt
als dieser (Vgl. Abb. 3.5) und lieferte insgesamt ein Bild, das der wildtypischen Verteilung
ahnlich sah. Demgegenuber war die Mutante Bestrophin-1-T6P mitunter zytosolisch
lokalisiert, teilweise jedoch auch in der Peripherie. Bestrophin-1-F80L fand sich ebenfalls
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in der Zellmembran oder Membrannahe, lag jedoch ungleichmaRig verteilt und

stellenweise gehauft vor und @hnelte damit der Verteilung von F305S.

Soweit optisch zu beurteilen, beeinflusste die veranderte Lokalisation von Bestrophin-1

nicht die subzellulare Lokalisation von Rab27a.

Die Aufnahmen von Rab27a und Bestrophin-1 wurden in einem dritten Bild Uberlagert,
Uberlappende Fluoreszenz kennzeichnete dabei eine Kolokalisation der Proteine. Zur
Quantifizierung wurde fur jede Mutante der PCC berechnet. Fur Bestrophin-1-F305S,
R218C und T6P ergaben sich hierbei sehr ahnliche Werte. Der PCC fur F305S lag bei
0,65 + 0,02, der fur R218C bei 0,63 £ 0,03 und fur T6P war er 0,61 + 0,02. F80L
kolokalisierte deutlich weniger, was sich in einem PCC von nur 0,49 £ 0,04 bemerkbar
machte. Alle Mutanten unterschieden sich demnach diesbezuglich signifikant vom

Wildtyp. Es wurden 20 Zellen pro Mutante ausgewertet.

hBest1 F305S

hBest1 R218C
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Abb. 3.7: Subzellulare Lokalisation wvon Rab27a und krankheitsassoziierten
Bestrophin-1-Mutanten. CHO-Zellen wurden mit Rab27a (grin) und verschiedenen
Bestrophin-1-Punktmutanten (rot) transfiziert. Gelbe Farbung in Uberlagerungsbildern ist ein
Hinweis auf eine Kolokalisation der beiden Proteine. Zellkerne sind blau gefarbt. Mal3stab:
10 um. A: Transfektion und Farbung der Bestrophin-1-Mutante F305S. B: Transfektion von
R218C. C: Transfektion von T6P. D: Transfektion von F80L. E: Bestimmung des PCC zwischen

Rab27a und dem jeweiligen Bestrophin-1 zur Bewertung der Kolokalisation. (Daten gegeben
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als Mittelwert + SEM; n = 20) Die Bewertung der Signifikanz erfolgte in Bezug auf die
Kolokalisation bei Vorliegen des Bestrophin-1-Wt. (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001; Wt:
n =15)

3.3.1 Simulation autosomal-dominant-negativer Effekte:
Tripletransfektionen

Da Morbus Best autosomal-dominant vererbt wird, wurden exemplarisch die Mutanten
Bestrophin-1-F305S und T6P gemeinsam mit dem Bestrophin-1-Wt und Rab27a
transfiziert. Die Ratio zwischen mutantem und wildtypischem Bestrophin-1-Plasmid

betrug stets 1 : 1.

Die Auswirkungen auf die Protein/Protein-Interaktion mit dem Rab27a-Protein wurden
wiederum in Koimmunprazipitationen beurteilt. Hier zeigte sich auch bei heterozygoter
Genauspragung des Bestrophin-1, in vitro erzeugt durch die Doppeltransfektion von
Bestrophin-1-Wt und einer Bestrophin-1-Mutante in denselben Zellen, trotz anteiligen
Vorliegens des Wildtyps eine beeintrachtigte Wechselwirkung (Abb. 3.8). Von drei
Experimenten waren jeweils zwei auswertbar, bei den tbrigen waren die Banden fiir eine
zuverlassige Quantifizierung zu schwach. Da sich dies nicht nur auf die IP-Banden bezog,
sondern auch die Banden im Lysat und der nicht gebundenen Fraktion nur sehr schwach
detektiert wurden, konnte es nicht eindeutig als Effekt zugeordnet werden. Deshalb
wurde von einer Beurteilung hinsichtlich der Bindung abgesehen. Bei den Versuchen, bei
denen T6P zusammen mit Bestrophin-1-Wt transfiziert worden war, koimmunprazipitierte
Bestrophin-1 schlecht mit Rab27a. Das Verhdaltnis zwischen der Intensitdt der
67-kDa-Bande im Prazipitat zu derjenigen im Lysat lag hier bei 0,2 + 0,04 (n = 2) und
ahnelte somit dem Verhaltnis bei Doppeltransfektion von T6P und Rab27a ohne
Bestrophin-1-Wt. Bei F305S fiel dagegen bei Betrachtung der Resultate sofort eine grole
Diskrepanz auf. Wahrend die IP-Bande sich in einem der Versuche sogar schwacher als
in den Durchgangen ohne Nachahmung des autosomal-dominanten Effekts zeigte,
entsprach das Ergebnis des anderen Durchlaufs vom Aspekt her dem des
Bestrophin-1-Wt. Zur Beurteilung des tatsachlichen Effekts sind weitere Wiederholungen

notig. Der Ubersicht halber wird das Experiment dennoch im Diagramm dargestellt.
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Abb. 3.8: Interaktion zwischen Rab27a und Bestrophin-1 bei Imitation eines autosomal-
dominanten Erbgangs. CHO-Zellen wurden mit Rab27a und einer krankheitsassoziierten
Bestrophin-1-Mutante sowie dem Bestrophin-1-Wt transfiziert. Rab27a wurde prazipitiert, die
Farbung erfolgte gegen Bestrophin-1 (67 kDa). Schwache Banden in der IP sprechen fir eine
deutlich abgeschwachte Koimmunprazipitation. (L = Lysat, IP = Immunprazipitat, NB = nicht
gebundene Fraktion) A: Koimmunprazipitation von Bestrophin-1 nach Transfektion von
Bestrophin-1-F305S, Bestrophin-1-Wt und Rab27a. B: Koimmunpréazipitation nach
Transfektion von T6P, Bestrophin-1-Wt und Rab27a. C: Zur Quantifizierung der Effizienz wurde
das Verhéltnis zwischen Intensitdt der Bande in der IP und Intensitat der Bande im Lysat
gebildet (IP : L). (Daten gegeben als Mittelwert £+ SEM; n = 2) Bewertung der Signifikanz der
Abweichung gegeniber der wildtypischen Effizienz. (* p < 0,05, ** p < 0,01; Wt: n = 5)
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3.4 Suche nach einer Interaktionsdomane zwischen Rab27a und

Bestrophin-1

Im Folgenden sollte der Bereich eingegrenzt werden, der auf molekularer Ebene die
Basis fir die Interaktion zwischen Bestrophin-1 und Rab27a bildet. Mit diesem Ziel
wurden verschiedene Mutanten hergestellt, denen bestimmte strategisch wichtige

Domaéanen fehlten.

34.1 Mutanten

Auf seinem hochkonservierten N-terminalen Ende besitzt humanes Bestrophin-1
mehrere Transmembranhelices. Dazwischen befinden sich sowohl extra- als auch
intrazellulare Abschnitte (Hartzell et al., 2008). In Letzteren konnte sich die gesuchte
Interaktionsdomane befinden. Untersucht wurden eine Mutante, welcher der komplette
N-Terminus fehlte, hBestldel 1-292, und eine Doppelmutante ohne die bekannten Prolin-
reichen Bereiche (PxxP-Motive zwischen Aminosaure 330-346 und 4 PxxP-Motive
zwischen 468-486; V. M. Milenkovic et al., 2011a; Reichhart et al., 2010; Yu et al., 2008),
hBestldel 320-350 + 457-570. Eine dritte Deletionsmutante kombinierte die ersten
beiden. Bei ihr waren sowohl der N-Terminus als auch die hinteren PxxP-Motive entfernt
worden (hBestldel 1-292 + 457-575). Zusatzlich wurden fir die vorliegende Arbeit eine
Mutante ohne den vollstandig zytoplasmatischen Bereich zwischen den beiden
genannten Prolin-reichen Domanen kloniert, sowie eine weitere Mutante, der nur die
ersten 50 Aminoséauren fehlten, also das N-terminale Ende mit der ersten intrazellularen
und der ersten Transmembrandoméane (hBestldel 380-456 und hBestldel 1-50). Das
Epitop fur den Anti-Bestrophin-1-Antikorper blieb bei allen Mutanten erhalten. In Abb. 3.9

sind die Mutanten graphisch dargestellt.
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50 585
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Abb. 3.9: Verwendete Bestrophin-1-Deletionsmutanten. Darstellung im Vergleich zum
wildtypischen Protein. A: hBestldel 1-50. B: hBestldel 320-350 + 457-570. C: hBestldel
1-292. D: hBestldel 380-456. E: hBestldel 1-292 + 457-575.

3.4.2 Ergebnisse der Suche nach einer Interaktionsdomane

Die Mutante, bei der lediglich der C-Terminus erhalten war, die Doppelmutante ohne die
PxxP-Motive und die Mutante, der die Aminosduren 380-456 fehlten, wurden fur
Koimmunpréazipitationen genutzt. Mithilfe von Cobalt-Beads wurde Rab27a préazipitiert
und in den Prazipitaten Bestrophin-1 nachgewiesen, wobei fur jede Mutante das zu
erwartende Bestrophin-1-Molekulargewicht im Vorfeld berechnet wurde (hBestldel
1-292: 33 kDa; hBestldel 320-350 + 457-570: 51 kDa; hBestldel 380-456: 59 kDa). Bei
allen Mutanten war eine Interaktion mit Bestrophin-1 nachweisbar (Abb. 3.10). Im
Vergleich zum Lysat enthielt das Prazipitat jeweils noch mehr Bestrophin als bei den
Experimenten mit Bestrophin-1-Wt. Die Schwankungen zwischen den Durchldufen waren
allerdings vergleichsweise grol3, sodass der Unterschied nur bei hBestldel 380-456
rechnerisch signifikant (p = 0,02) und insgesamt am ehesten als Folge der

Uberexpression zu werten war.
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Vektor: Rab27a + hBest1del 320-350
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Interaktion zwischen Rab27a und Bestrophin-1-Deletionsmutanten zur

Bestimmung der Interaktionsdoméne. CHO-Zellen wurden mit Rab27a und jeweils einer

Bestrophin-1-Mutante transfiziert. Rab27a wurde immunprazipitiert und im Western Blot

Bestrophin-1 (67 kDa) gefarbt. (L = Lysat, IP = Immunprazipitat, NB = nicht gebundene Fraktion)

A: Koimmunprazipitation nach Transfektion von hBestldel 1-292. B: Koimmunprazipitation
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nach Transfektion von hBestldel 320-350 + 457-570. C: Koimmunprazipitation nach
Transfektion von hBestldel 380-456. D: Um die Effizienz der Interaktion zu quantifizieren,

wurde das Verhéltnis zwischen der Intensitét der Bande in der IP und Intensitat der Bande im
Lysat gebildet (IP:L). (Daten gegeben als Mittelwert + SEM; n = 3-4) Bewertung der
Signifikanz der Abweichung gegenuber der wildtypischen Effizienz. (* p < 0,05; Wt: n = 5)

Um die fur den zytosolischen Transport wichtigsten Bereiche zu identifizieren, wurden mit
Rab27a und jeweils einer der Deletionsmutanten doppeltransfizierte CHO-Zellen
immunzytochemisch gefarbt. Die Effizienz des zielgerichteten Transports erwies sich bei
den verschiedenen Mutanten als unterschiedlich stark eingeschrankt (Abb. 3.11).

Das mutierte Protein, fir welches das Bestrophin-1-Gen kodierte, bei dem lediglich die
ersten 50 Aminoséauren entfernt worden waren, war wie der Wildtyp peripher, vermutlich
in der Zellmembran, verteilt und dabei nur ein wenig unregelmalliger als dieser.
CHO-Zellen mit hBestldel 320-350 + 457-570, der Doppelmutante ohne die
PxxP-Motive, wiesen eine heterogene Bestrophin-1-Verteilung auf. Stellenweise ahnelte
die subzellulare Lokalisation wildtypischem Bestrophin-1, zum Teil fand sich hBestldel
320-350 + 457-570 aber auch eher punktuell gehauft oder im Zytosol. Das Produkt von
hBestldel 380-456 war diffus in der ganzen Zelle zu finden, in der Tendenz allerdings
eher peripher. Das Erscheinungsbild war dabei nicht gleichmaRig, sondern es fanden
sich punktuelle Haufungen. Die beiden Mutanten, denen der komplette N-Terminus
fehlte, hBestldel 1-292 und hBestldel 1-292 + 457-575, waren zytoplasmatisch

lokalisiert und ebenfalls stellenweise kumuliert.
Der Transport von Rab27a an den Zielort blieb unbeeintrachtigt.

Die Bestimmung des PCC in fusionierten Bildern ergab eine Verminderung der
Kolokalisation mit Rab27a gegenlber Bestrophin-1-Wt bei allen untersuchten
Deletionsmutanten. Passend zur optischen Einschéatzung war die Kolokalisation bei
hBestldel 1-50 mit einem PCC von 0,66 + 0,02 (n = 15) am grol3ten. Darauf folgten in
dieser Reihenfolge die Mutanten hBestldel 320-350 + 457-570, hBestldel 1-292 und
hBestldel 380-456. Der PCC fur hBestldel 320-350 + 457-570 entsprach 0,6 + 0,02
(n = 15), fur hBestldel 1-292 betrug er 0,57 + 0,01 (n = 16) und fur hBestldel 380-456
noch 0,52 + 0,02 (n = 15). Mit einem PCC von nur 0,42 + 0,03 (n = 15) korrelierte die
Verteilung des Bestrophins in CHO-Zellen, die die Mutation hBestldel 1-292 + 457-575
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trugen, mit Abstand am schlechtesten mit der Ausbreitung von Rab27a. Damit lag in allen
Fallen eine signifikante Verringerung des PCC im Vergleich zu Zellen vor, die mit dem

Bestrophin-1-Wt transfiziert worden waren.

A

hBest1 del 1-50

Rab27a hBest1 del 320-350 + 457-570

Rab27a hBest1 del 1-292
D .
Rab27a hBest1 del 380-456
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Abb. 3.11: Subzellulare Lokalisation von Rab27a und Bestrophin-1-Deletionsmutanten.
CHO-Zellen wurden mit Rab27a (grin) und verschiedenen Bestrophin-1-Deletionsmutanten
(rot) transfiziert. Gelbe Farbe in den Uberlagerungsbildern ist ein Hinweis auf eine
Kolokalisation der beiden Proteine. Zellkerne sind blau gefarbt. Maf3stab: 10 pm. A:
Transfektion und Farbung der Bestrophin-1-Mutante hBestldel 1-50. B: Transfektion von
hBestldel 320-350 + 457-570. C: Transfektion von hBestldel 1-292. D: Transfektion von
hBestldel 380-456. E: Transfektion von hBestldel 1-292 + 457-575 F: PCC zwischen Rab27a
und dem jeweiligen Bestrophin-1. (Daten gegeben als Mittelwert + SEM; n = 15-16) Es wurde
die Signifikanz der Abweichung von Korrelationswerten bei Vorliegen des Bestrophin-1-Wt
bestimmt. (* p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001)
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte in Koimmunprazipitationen eine Interaktion zwischen
der GTPase Rab27a und Bestrophin-1 gezeigt werden, die bei Vorliegen bestimmter
BVMD-assoziierter Mutationen des Bestrophin-1 nur noch in abgeschwachter Form im
Vergleich zum Bestrophin-1-Wt stattfindet. Immunzytochemische Untersuchungen
wiesen nach, dass Rab27a und der Bestrophin-1-Wt im Uberexpressionssystem in vitro
in der Zellmembran oder in unmittelbarer N&he dieser kolokalisieren.
Bestrophin-1-Mutationen beeinflussen die subzellulare Verteilung des Bestrophin-1, nicht
jedoch die von Rab27a, sodass die Koexpression entsprechend verringert ist. Diese
Ergebnisse implizieren eine mdgliche Beteiligung von Rab27a am intrazellularen

Bestrophin-1-Transport und in der Pathogenese der BVMD.

4.1 Limitationen der Methoden

4.1.1 Limitationen der Koimmunprazipitation

Bei Nachweis eines koprézipitierten Proteins wird die Bindung im Sinne einer schon in
der Zelle stattfindenden Interaktion gewertet. Allein mithilfe dieser Methode kann aber
nicht mit abschlielender Sicherheit gesagt werden, ob es sich tatsachlich so verhalt,
sodass stets weitere Untersuchungen zur Uberprufung notig werden. Als ein Indiz —
jedoch kein Beweis — fur eine tatsachliche Interaktion gilt es, wenn sich der Versuch in

beide Richtungen (mit Protein A respektive Protein B als Antigen) wiederholen lasst.

Ein Lysat ist immer ein artifizielles System und es lassen sich nur solche Interaktionen
nachweisen, deren Bindungen stabil genug sind, dass sie den mechanischen und
chemischen Stress der Lyse sowie der Waschschritte Uberstehen. Wichtig in diesem
Zusammenhang sind die Wahl der richtigen Puffer und der vorsichtige Umgang mit den
Proben. Andererseits kommen durch den Kompartimentierungsverlust der Zelle
Zellbestandteile miteinander in Kontakt, die in vivo vielleicht niemals aufeinandertreffen,
und deren mdgliche Interaktionen somit in der lebenden Zelle schlicht keine Rolle spielen.
Um Fehlannahmen durch dadurch entstehende falsch positive Resultate zu vermeiden,
kann beispielsweise im Vorfeld die Expression in intakten Zellen immunzytochemisch
untersucht werden. Eine hohe Korrelation der Lokalisation spricht fur eine physikalische
Interaktion auch in intakten Zellen. Da sich in einem Zelllysat viel mehr als nur die zu
untersuchenden Proteine befinden, lassen sich auch unspezifische Bindungen kaum

vermeiden. In diesem Fall helfen oft sorgfaltig durchgefiihrte Waschvorgange sowie die
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Wahl einer madglichst geringen Menge an primarem Antikérper. Dennoch kdnnen
Bindungen zum Beispiel aufgrund hydrophober Wechselwirkungen allein mit dieser
Methode oft nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Uberdies besteht die Moglichkeit
einer indirekten Koimmunprazipitation, bei der zwar eine Protein/Protein-Interaktion
stattfindet, allerdings nicht direkt, sondern Uber weitere im Komplex dazwischen
hangende, nicht nachgewiesene Proteine. Ein bekanntes Beispiel hierfur sind kardiale
L-Typ-Ca?*-Kanale. Fir sie wurde gezeigt, dass sie in einem Makrokomplex vorliegen,
der Proteine der kompletten intrazellularen Signalkaskade der adrenergen Stimulation
umfasst, darunter ein B-Rezeptor, ein G-Protein, Adenylatzyklase sowie Proteinkinase A
(Davare et al., 2001).

Proteine werden Uber ihre Anfarbbarkeit mit einem Antikérper und den Vergleich mit
einem GroRenstandard identifiziert, wofur das Molekulargewicht bekannt sein muss. Es
ist denkbar, wenn auch unwahrscheinlich, dass sich ein anderes Protein mit &hnlicher
GroRe mit dem gleichen Antikorper anfarben lasst und es zu Verwechslungen kommt. Je

spezifischer der Antikdrper, desto geringer ist diese Gefahr.

4.1.2 Limitationen der Immunzytochemie

Immunzytochemische Farbungen machen Antigene indirekt Uber eine Immunreaktivitat
der an sie gebundenen Antikdrper sichtbar. Dabei kann das tatsachliche Vorliegen der
gesuchten Antigene nicht zweifelsfrei bewiesen werden, weshalb moglichst spezifische
Antikdrper genutzt werden sollten. Beim Vergleich der Verteilung mehrerer Antigene
sollte beachtet werden, dass die Reaktivitat verschiedener Antikérper variabel sein kann.
Als Resultat kann unter Umstéanden eine Kolokalisation verkannt werden, wenn die
Menge eines Antigens am jeweiligen Ort zu gering ist. Der Nachweis einer hohen
Kolokalisation zweier Proteine in der Immunzytochemie dient als Indiz, dass eine
Interaktion in der lebenden Zelle moglich ware. Dies heil3t jedoch nicht zwangslaufig,
dass diese de facto stattfindet. Hinzu kommt, dass in immunzytochemischen Farbungen
die genaue Lokalisation in der Regel nicht zweifelsfrei bestimmt, sondern nur abgeschéatzt
werden kann. Farbungen von Proteinen, deren subzellulare Verteilung bekannt ist,
konnen im Vergleich die Einschétzung erleichtern. Bei konfokalen Bildern kann man
versuchen, mithilfe von Kantendetektion (edge detection) die relative
Oberflachenexpression der detektierten Proteine zu bestimmen. Dazu kann zum Beispiel

ImageJ genutzt werden. Bei dem entsprechenden Algorithmus werden freihandig
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einzelne Zellen und in einem separaten Schritt die intrazellularen Regionen selbiger
selektiert. Die Anzahl der Pixel kann nun jeweils separat analysiert und rechnerisch
verglichen werden (ganze Zelle - intrazellulare Bereiche = Pixel in Membran) (zur
Vorgehensweise siehe auch V. M. Milenkovic et al., 2011a). Die Methode ermdglicht

keine absolute Quantifizierung.

4.1.3 Ubertragbarkeit auf humanes RPE

Alle Experimente dieser Studie wurden an CHO-K1-Zellen durchgefiihrt. Dabei handelt
es sich um eine immortalisierte epitheliale Zelllinie aus Ovarialzellen eines chinesischen
Zwerghamsters (Cricetulus griseus) (Tjio & Puck, 1958). Es stellt sich die Frage, inwieweit
die Daten aus dem heterologen Expressionssystem auf den lebenden Organismus und

insbesondere auf Zellen des humanen RPE Ubertragbar sind.

Sowohl Bestrophin-1 als auch Rab27a finden sich im RPE (Abb. 4.1), die wichtigste
Voraussetzung fiir eine Ubertragbarkeit ist somit gegeben (A. D. Marmorstein et al., 2000;
Reichhart et al., 2010; Reichhart et al., 2015).

A s

Abb. 4.1: Proteinnachweis im RPE. A: Schweine-RPE gegen Bestrophin-1 gefarbt.
Bestrophin-1 findet sich an der basolateralen Seite des RPE. Quelle: Reichhart et al., 2010 B:
Maus-Retina gefarbt gegen Rab27a. Rab27a kommt ebenfalls im RPE vor. Quelle: Reichhart
et al., 2015

Ein Unterschied zwischen der Situation im RPE und den Gegebenheiten in vitro ergibt
sich aus der Tatsache, dass es sich bei dem experimentell genutzten System um ein
Uberexpressionssystem handelt. Uberexpression kann durch Uberladung zellularer
Ressourcen zum Beispiel den intrazellularen Transport mancher Proteine beeinflussen
und das Zellwachstum behindern (Kintaka et al., 2016; Moriya, 2015). Jentsch et al.

zeigten, dass CIC-3, ein normalerweise intrazellular lokalisierter Cl~-Kanal, unter
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manchen Uberexpressionsbedingungen die Membran erreichen kann (Jentsch et al.,
2002). Es gibt die Hypothese, dass auch Bestrophin-1 ein intrazellularer Cl--Kanal ist
(Strau? et al., 2012). Fur ein paar der Bestrophin-1-Mutanten wurden in der
Vergangenheit Diskrepanzen zwischen den Protein-Lokalisationen in verschiedenen
Expressionssystemen festgestellt. Die ARB-Mutante Bestrophin-1-R141H etwa liegt in
IPSC-RPE-Zellen, einem nativen RPE-Modell, in Anwesenheit von endogenem
Bestrophin-1 korrekt lokalisiert vor, bei Koexpression mit Bestrophin-1-Wt in heterolog
transfizierten MDCK-Zellen jedoch Uberwiegend intrazellular (Johnson et al., 2017).
Sicher ist allerdings, dass zwischen den verschiedenen Mutanten Unterschiede beim
Transport bestehen. In einem Versuch, die Quartarstruktur von Bestrophin-1 zu
bestimmen, wurde bereits 2002 gefunden, dass das Protein Oligomere formt (Sun et al.,
2002). Eine andere Studie fuihrte dieses Ergebnis jedoch auf Uberexpression zuriick. Die
Autoren vermuteten, dass Bestrophin-1 im nativen Zustand Dimere bildet (A. D.
Marmorstein et al., 2009; Stanton et al., 2006). Obgleich aus rontgenkristallographischen
Analysen mittlerweile bekannt ist, dass es sich bei dem Bestrophin-1-Kanal um einen
pentamerischen lonenkanal handelt (Kane Dickson et al., 2014; T. Yang et al., 2014),
kann dies als weiteres Beispiel fur den moglichen Einfluss des genutzten experimentellen
Systems gewertet werden. Uberdies spielen in vivo unterschiedliche
Aktivierungszustande eine Rolle. Rab27a liegt in der Zelle physiologischerweise in zwei
Aktivierungszustanden vor, der prenylierten, aktiven Form, in der die meisten
Wechselwirkungen stattfinden, sowie einer unprenylierten, inaktiven Form (Ali & Seabra,
2005; Hutagalung & Novick, 2011). Der Prenylierungszustand wurde in den
Experimenten der vorliegenden Arbeit nicht kontrolliert, und es ist bislang nicht bekannt,
ob er bei der untersuchten Interaktion Uberhaupt eine Relevanz hat. Im
Uberexpressionssystem koénnte die Prenylierungsaktivitat ins Ungleichgewicht geraten,
weil moaglicherweise nicht genug Prenylierungsenzyme vorhanden sind. Die Beurteilung
der Rab27a-Funktion war deshalb nur eingeschrankt moglich. Auch fir Bestrophin-1
scheinen verschiedene Aktivierungszustande in vivo eine Relevanz zu haben. So wird
die Cl-Leitfahigkeit des Bestrophin-1 durch Ca?* aktiviert (Qu et al., 2003; Tsunenari et
al., 2003; Xiao et al.,, 2008). Ferner wird eine Regulation durch Phosphorylierung
diskutiert (Duran et al., 2013; Hartzell et al., 2008; Xiao et al., 2009). Eventuell kann auch
die Anwesenheit oder das Fehlen anderer, in diesem Zusammenhang bisher nicht
erforschter Zellbestandteile einen Einfluss auf die Funktion nehmen. Im vorliegenden Fall

wurde wie in den meisten Studien das aus 585 Aminosauren bestehende Protein der
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Transkriptionsvariante 1, welches als Bestrophin-1-Wt bezeichnet wird, verwendet. In
GenBank sind fir endogen exprimiertes Bestrophin-1 dagegen mehrere alternative
Spleillvarianten hinterlegt, deren Signifikanz unklar bleibt. Die Transkription dieser
konnte in funktionell unterschiedlichen Proteinen resultieren. Kuo et al. fanden
beispielsweise, dass die Isoform BestlV2 (GenBank NM _001139443) keine
funktionstuchtigen Cl-Kanéale bilden kann. Einschrankend muss aber gesagt werden,
dass Best1V2 zwar natlrlich im humanen RPE vorkommt, aber nicht eindeutig geklart ist,
ob es sich dabei tatsachlich um eine physiologische Variante oder vielmehr um
fehlerhafte Produkte handelt (Kuo et al., 2014; Wistow et al., 2002).

Konkrete Ruckschliisse auf die physiologische Relevanz der Ergebnisse kénnen folglich

erst gezogen werden, wenn Daten aus endogener Expression zum Vergleich vorliegen.

414 Validitat der erhobenen Daten

Es wurde versucht, die Gefahr falsch positiver Ergebnisse bei den Immunprazipitationen
zu minimieren, indem die Koimmunprazipitationen mehrfach wiederholt und in beide
Richtungen mit Rab27a respektive Bestrophin-1 als direkt préazipitiertes Protein
durchgefuihrt wurden. Die Ergebnisse der Immunzytochemie unterstitzten die in den
Western Blots gewonnenen Beobachtungen. Dabei kénnen Kolokalisationsanalysen
zwar zeigen, dass eine physikalische Interaktion in den Zellen tatséchlich mdglich ist, das
Stattfinden dieser indessen nicht beweisen. Eine Kantendetektionsanalyse wurde
versucht. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Qualitat der konfokalen Bilder hierfur
nicht ausreichte, sodass es nicht moglich war, die Zellmembran sicher abzugrenzen. Auf

die Darstellung und Interpretation der Ergebnisse wurde deshalb verzichtet.

Dies ist bereits die dritte Arbeit, in der eine Wechselwirkung zwischen Rab27a und dem
Bestrophin-1-Wt nachgewiesen werden konnte. Andrea Wagner zeigte diese in ihrer
Dissertation an HEK293-Zellen (Wagner, 2014). Sarka Krejcova gelang der Nachweis
der gleichen Interaktion in Lysaten frisch isolierter humaner RPE-Zellen aus Bulbi nach
Hornhauttransplantation (2007, pers. commun.). Somit lasst sich die Interaktion in
verschiedenen Expressionssystemen reproduzieren. Diese Reproduzierbarkeit spricht
dafur, dass es sich auch bei der Koimmunprazipitation, die in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesen wurde, nicht um ein unspezifisches Artefakt handelt, und steigert demnach
wesentlich die Sicherheit der Interpretation der hier erhobenen Daten. Ein weiterer

Hinweis flr eine tatsachliche Interaktion ist der gestaffelte Auspragungsgrad der Bindung,
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der sich bei den krankheitsassoziierten Punktmutanten konsequent darstellte (s. Kap.
3.3).

Der Nachweis einer Interaktion in humanen RPE-Zellen deutet dartiber hinaus darauf hin,
dass sich auch die Ergebnisse dieser Arbeit auf die Situation im humanen RPE

Ubertragen lassen, entsprechende Versuche sollten jedoch durchgefthrt werden.

4.2 Suche nach einer Interaktionsdoméne

Zur Verifizierung einer funktionellen Bedeutung der beobachteten Wechselwirkung sollte
sie auf molekularer Ebene nadher eingegrenzt werden. Mit diesem Ziel wurden
verschiedene Deletionsmutanten untersucht (s. Kap. 3.4.2). Dabei zeigte sich keine
Abschwachung der Koimmunprazipitation, sodass bislang keine Bindungsdomaéane
identifiziert werden konnte. Im Gegenteil war sogar eine Erh6hung des IP : L-Quotienten
im Vergleich zum Bestrophin-1-Wt zu beobachten. Die Immunzytochemie zeigte eine
Verringerung der Kolokalisation mit Rab27a bei allen Mutanten.

4.2.1 Ergebnisse der Koimmunprazipitationen mit Bestrophin-1-

Deletionsmutanten

Fir eine funktionelle Relevanz muss sich die gesuchte Interaktionsdomane in einem
Proteinabschnitt befinden, der in situ Uberhaupt mit Rab27a in Berihrung kommen kann.
Deshalb wurde die Suche auf die intrazellularen Bestrophin-1-Bereiche beschrankt. Mit
Ausnahme von hBest1F305S liegen alle untersuchten krankheitsassoziierten Mutationen
N-terminal. Dies trifft auch auf die Mehrheit der BVMD-verursachenden
Bestrophin-1-Mutationen generell zu (Boon et al., 2009; Stohr et al., 2002). Um mdglichst
viele davon abzudecken, wurde eine Mutante untersucht, der der komplette N-Terminus
fehlt. Bei samtlichen betrachteten Punktmutanten wurde eine Abschwéchung der
Koimmunprézipitation mit Rab27a gefunden (s. Kap. 3.3). Dementsprechend wirde man
eine negative Auswirkung der Deletion des kompletten N-Terminus auf die
Interaktionsfahigkeit des Proteins mit Rab27a erwarten. Dies war jedoch nicht zu
beobachten. Stattdessen fand sich bei der entsprechenden Mutante hBestldel 1-292
eine sehr starke Bindung. Das bedeutet, dass die Bestrophin-1/Rab27a-Bindung an
Aminosauresequenzen der C-terminalen Halfte des Bestrophin-1 geknlpft wird.

Schon fir die Interaktion mit Untereinheiten potentialabhangiger Ca**-Kanéle wurden

Aminosauresequenzen auf dem C-Terminus des Bestrophin-1 als verantwortlich
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identifiziert. Vor einiger Zeit konnte so gezeigt werden, dass Bestrophin-1 den
spannungsabhéangigen L-Typ-Ca%*-Kanal Cav1.3 Uber eine Bindung an Prolin-reiche
Motive moduliert, die von SH3-Domanen der 4-Untereinheit des Caz*-Kanals erkannt
werden. Es sind zwei Cluster mit insgesamt 6 PxxP-Motiven fur Bestrophin-1 bekannt (V.
M. Milenkovic et al., 2011a; Reichhart et al., 2010; Yu et al., 2008). Da diese Strukturen
auch potentielle Bindungsstellen fir andere Proteine darstellen, wurde eine Mutante
untersucht, bei der alle bekannten PxxP-Motive entfernt worden waren (hBestldel
320-350 + 457-570). Allerdings gibt es flir Rab27a keine bekannten SH3-Doménen. Wie
erwartet erfolgte auch hier die Koimmunprazipitation unvermindert stark. Dieses Ergebnis
passt zu Daten von Andrea Wagner, die in ihrer Arbeit 2014 aul3er der Interaktion mit
dem wildtypischen Bestrophin-1 auch die Interaktion zwischen Rab27a und einer
Bestrophin-1-Deletionsmutante, Bestrophin-CTPxxP, untersuchte. Bei dieser Mutante
war ein Bereich von 113 Aminosauren zwischen Aminosaure 462-575 deletiert worden.
Es fehlten ihr somit die C-terminalen PxxP-Motive. Andrea Wagner stellte in ihren
Experimenten fest, dass die beiden Proteine weiterhin gegenseitig koprazipitierten. Dabei
war kein offensichtlicher Unterschied zum Bestrophin-1-Wt zu eruieren, wobei eine
Quantifizierung nicht stattfand (Wagner, 2014). Der dritten Mutante, die in dieser Arbeit
in Koimmunprazipitationsexperimenten zum Einsatz kam, hBestldel 380-456, fehlte ein
gro3er Teil der Aminosauresequenz zwischen den erhaltenen PxxP-Motiven. Durch
diese Aufteilung sollte eine potentiell C-terminal liegende Bindungsdoméne unmittelbar
naher eingegrenzt werden. Wie auch die beiden bereits diskutierten Mutanten zeigte
hBestldel 380-456 einen hoheren IP : L-Quotienten fir die Koimmunprazipitation mit
Rab27a als Bestrophin-1-Wt. In diesem Zusammenhang missen Sattigungseffekte
aufgrund der Uberexpression diskutiert werden. Die verfiigbaren Programme
ermoglichen ab einer gewissen Intensitdt der Banden keine Quantifizierung mehr.
Moglicherweise fanden sich in dem pipettierten Volumen auch etwas mehr Cobalt-Beads
als bei den vorherigen Experimenten. Da es sich um eine Suspension handelt, lasst sich
die Verwendung einer &quivalenten Menge nicht exakt sicherstellen. Die Unterschiede
kbnnten auch im Rahmen natirlicher Schwankungen zustande gekommen sein. Die
Varianz der Ergebnisse war offenbar relativ grof3, was sich in hohen Standardfehlern
niederschlagt. Lediglich bei einer Mutante, hBestldel 380-456, ergab sich im Vergleich
zum Wildtyp eine signifikante Steigerung der Koprazipitationseffizienz. Bei jeweils nur
drei Versuchen sind die angewendeten statistischen Verfahren insbesondere bei grol3en

Diskrepanzen allerdings nur bedingt aussagekraftig. Um etwaige tatsachliche
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Unterschiede zwischen dem Bindungsverhalten der Bestrophin-1-Deletionsmutanten und
dem Wildtyp gegeniiber Rab27a aufzudecken, missten die Versuche noch mehrere Male
wiederholt und umgekehrt auch die Koprazipitation von Rab27a mit dem Bestrophin
beurteilt werden. Angesichts der grof3en Abweichungen und mangelnden Signifikanz
wurde insgesamt eher davon ausgegangen, dass es sich bei dem beobachteten Effekt
nicht um eine tatsachliche Intensivierung der ohnehin schon starken Bindung handelt. Es
lasst sich allerdings nicht ganzlich ausschlie3en, dass die beobachtete Bindung auf
unspezifischen Wechselwirkungen beruht, welche durch eine veranderte Struktur der

mutierten Proteine zustande kommen kdnnten.

Die Beurteilbarkeit der Western Blots war zudem dadurch herabgesetzt, dass sich die
Banden nach Transfektion der Bestrophin-1-Deletionsmutanten auf den
PVDF-Membranen nur schwach darstellten. Dies betraf nicht nur die IP-Banden, sondern
auch diejenigen des Lysats. In Teilen kénnte das durch technische Probleme und einen
Wechsel des Antikdrpers mitbedingt sein. Proben aus Koimmunprézipitationen von
Bestrophin-1-Wt und Rab27a, die daneben auf denselben Gelen aufgetragen worden
waren, wiesen jedoch bei vorab &quivalenten Proteinmengen in NanoDrop-Kontrollen der
Lysate deutlich intensivere Banden auf (Abb. 4.2). Daraus wurde geschlossen, dass die
mutanten Bestrophine tatsachlich in geringeren Mengen exprimiert oder die defekten
Proteine rascher abgebaut wurden. Schnellere Proteolyse ist ein tblicher Mechanismus
bei Mutationen, der auch im Zusammenhang mit vielen genetischen Erkrankungen
beschrieben ist (Bross et al., 1999). Zur Uberpriifung dieser Hypothese miisste allerdings

eine grundlichere quantitative Analyse erfolgen.

Vektor: Rab27a + Rab27a
hBest1del 1-292 hBest1 wt
kDa L P NB NK L P NB
70 —
— d < Best-1

<— hBest1del 1-292

IP: anti Rab27a
WB: anti hBest1

Abb. 4.2: Unterschiedliche Bandenintensitat je nach verwendetem
Bestrophin-1-Plasmid. CHO-Zellen wurden mit Rab27a und Bestrophin-1 transfiziert. Es
wurde Rab27a prazipitiert und im Western Blot gegen Bestrophin-1 (67 kDa) gefarbt. (L = Lysat,

IP = Immunprazipitat, NB = nicht gebundene Fraktion) Links: Koimmunprézipitation nach
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Transfektion von hBestldel 1-292. Rechts: Koimmunpréazipitation nach Transfektion von
Bestrophin-1-Wt.

Die Suche nach der Interaktionsdomane wurde durch methodische Schwierigkeiten
verzogert. Anfanglich zeigten die Western Blots sehr viele unspezifische Banden. Dabei
war es unmdglich, festzustellen, ob sich auch die gesuchte Proteinbande darunter
befand. Es gelang nicht sofort, den sekundaren Antikérper als Fehlerquelle zu
identifizieren. Die Klonierung der Mutante hBestldel 380-456 glickte erst beim
wiederholten Versuch und nahm insgesamt viel Zeit und Ressourcen in Anspruch.
Klonierungen bestehen aus vielen Teilschritten und sind dementsprechend
anspruchsvoll, da bei jedem Schritt Fehler unterlaufen kdnnen. Bei der Ligation mehrerer
DNA-Fragmente und der Ligation in den Vektor beruht es zu einem grof3en Teil auf Zufall,
ob sich die Einzelstiicke in der richtigen Reihenfolge beziehungsweise Richtung
zusammensetzen. Da in dem Labor zusatzlich zu den genannten keine weiteren
Bestrophin-1-Deletionsmutanten mit einer Deletion in einem noch nicht naher in
Koimmunpréazipitationen betrachteten Bereich zur Verfiigung standen, wurde die Suche

nach einer Bindungsdoméne an dieser Stelle abgebrochen.

4.2.2 Ergebnisse der Immunzytochemie zur Untersuchung der

Deletionsmutanten

Immunzytochemisch wurden zusatzlich zwei weitere Mutanten untersucht. Alle bei ihnen
deletierten Aminosauresequenzen waren bei der Suche nach einer Bindungsdomane in
den Immunprézipitationsexperimenten durch eine der drei soeben betrachteten Mutanten
mitabgedeckt, der sie auch fehlten. Die Kolokalisation mit Rab27a war bei allen mutierten
Bestrophin-1-Formen mehr oder weniger stark eingeschréankt. Bei der Mutante mit der
geringsten Ubereinstimmung berschnitten sich aber noch 42 % der Fluoreszenzsignale
der zwei Proteine. Diese 42 % konnen in der intakten CHO-Zelle auch weiterhin
interagieren. hBestldel 1-50 ist die Mutante, die die grof3ten Gemeinsamkeiten mit dem
Wildtyp aufweist. Wie der Wildtyp kommt das Genprodukt von hBestldel 1-50
hauptsachlich peripher vor. Der unmittelbar N-terminale Bereich und die erste TMD
scheinen fiur den intrazellularen Transport des Proteins demnach keine Uberragende
Rolle zu spielen. Dennoch ist der PCC kleiner als der des Bestrophin-1-Wt, der Transport

muss demzufolge in irgendeiner Form auch bei dieser Mutante behindert sein. Wenig
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Uberraschend ist, dass die Mutanten hBestldel 1-292 und hBestldel 1-292 + 457-575
beide vollstandig zytoplasmatisch zu finden waren. Da beiden Mutanten die komplette
N-terminale Halfte fehlt und alle vorhergesagten TMD auf dieser Seite liegen, entsprach
dieses Ergebnis den Erwartungen. Interessanterweise kolokalisierte die Mutante, der
zusatzlich die Aminoséuren 457-575 fehlten, deutlich schlechter mit Rab27a (nur 42 %
Ubereinstimmung im Vergleich zu 57 % bei alleinigem Fehlen des N-Terminus). Der
Bereich zwischen Aminosaure 457 und 575 scheint folglich fir den subzellularen
Transport relevant zu sein. Dies bestatigt auch ein Ergebnis von Andrea Wagner, die eine
punktuelle Akkumulation der Bestrophin-CTPxxP-Mutante (hBestldel 462-575; s. Kap.
4.2.1) beobachtete (Wagner, 2014). Méglicherweise spielen hierbei die PxxP-Motive, die
sich gehauft in diesem Bereich finden, eine Rolle. Wenn man das Resultat fur hBestldel
1-292 + 457-575 einbezieht, kann bei der Mutante hBestldel 320-350 + 457-575
gemutmaldt werden, dass der Effekt durch den Verlust derselben Sequenz zustande
kommt. Ein zusatzlicher Einfluss der Deletion des Bereichs zwischen Position 320-350
kann aber nicht ausgeschlossen werden. Interessant ist auch die diffuse, punktuell
gehaufte Verteilung von hBestldel 380-456 in der Zelle, die in einem stark erniedrigten
PCC bezlglich Rab27a resultiert. Da in diesem Fall keine TMD entfernt wurden, kann
man hieraus schlieBen, dass der fehlende Bereich eine Relevanz fir die
Transportfahigkeit des Bestrophins zum Zielort hat, zum Beispiel, indem er
Bindungsdomanen fir Transportproteine beinhaltet. Die Mutationen konnten allerdings
auch unspezifischer zu Traffickingproblemen in der Zelle fuhren, indem etwa eine
Anhaufung mutierter Proteine oder eine Behinderung der Interaktion mit anderen

Zellbestandteilen indirekt den Transport weiterer Proteine behindert.

Es lasst sich schlussfolgern, dass alle untersuchten mutierten Bestrophine weniger
membrangangig sind als Bestrophin-1-Wt, insbesondere erreichen die Mutanten ohne
N-Terminus nicht mehr die Zellmembran. Obwohl Unterschiede zwischen den
verschiedenen defekten Bestrophinen zu beobachten waren, lies sich keine einzelne
Domane bestimmen, die fir den Transport verantwortlich ist. Zu beachten ist bei all
diesen Uberlegungen allerdings, dass zum Teil sehr groRe Teile des Proteins entfernt
worden waren. Mit Ausnahme von hBestldel 380-456 korrelierte die Verminderung des
PCC und die Beeintrachtigung der regularen Verteilung dabei mit der Lange des
deletierten Bereichs. Bei der Mutante mit der grof3ten Abweichung fehlen mit 410

Aminosauren Uber zwei Drittel des urspriinglichen Proteins. Es ist nicht zu erwarten, dass
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sich das Genprodukt bei einer solch radikalen Deletion noch genauso verhalt wie das
Volllangenprotein. Mit hoher Wahrscheinlichkeit ist die Tertiarstruktur des mutanten
Bestrophin-1 eine andere als beim Wildtyp, was dazu fiihren kdnnte, dass das fehlerhafte
Produkt in einer anderen Geschwindigkeit abgebaut wird oder Bindungsstellen fir
Transportproteine zwar noch erhalten, aber nicht mehr zuganglich sind. Einzig
hervorzuheben ist dabei die Mutante hBestldel 380-456, bei der die Entfernung einer
relativ kurzen Sequenz von nur 76 Aminoséuren einen sehr grof3en Effekt auf die

Lokalisation zeigte.

4.2.3 Bindungsbereich und Art der Interaktion zwischen Rab27a und

Bestrophin-1

Wenn man von der Korrektheit der Ergebnisse der Koimmunprézipitationen ausgeht, liegt
der Schluss nahe, dass eine etwaige Interaktionsdomane in einem der bei der bisherigen
Suche ausgesparten Bereiche liegen musste. Es bleiben zwei vergleichsweise kurze
Sequenzen von jeweils etwa 30 Aminosauren Lange zwischen Position 292-320 und
zwischen Position 350-380. Beide liegen den topologischen Modellen zufolge vollstandig
zytoplasmatisch (V. M. Milenkovic et al., 2007; Tsunenari et al., 2003) und kdmen deshalb
prinzipiell als Rab27a-Bindungsstellen infrage. Tsunenari et al. identifizierten 2006 eine
Asparagin-reiche Domane unmittelbar nach der letzten TMD als mdgliche
Caz*-Bindungsstelle fur Bestrophine (Tsunenari et al., 2006). Diese konnte spater ndher
als EF-Hand mit einem mutmaflilichen CaZ*-bindenden Loop zwischen Aminoséaure
312-323 definiert werden (Xiao et al., 2008). Die Helix-Loop-Helix-Motive der EF-Hande
mit geladenen Aminosduren sind die am weitesten verbreitete Art von
Ca?*-Bindungsdomanen tberhaupt (Nelson & Chazin, 1998). Ein Cluster von flnf sauren
Aminosauren (EDDDD) umgeben von einigen weiteren sauren Resten zwischen
Aminosaureposition 293-308 ist aullerdem essentiell fir die Ca?*-Erkennung (Kranjc et
al., 2009; Xiao et al., 2008). Die Ca**-Clasps, die Kane Dickson et al. in ihrem Paper zur
Rontgenstrukturanalyse von Huhner-Bestrophin-1 beschreiben, setzen sich aus dieser
Region sowie einem Helix-Turn-Helix-Motiv in unmittelbarer Nahe des N-Terminus
zusammen (Kane Dickson et al.,, 2014). Daruber hinaus existiert eine weitere
regulatorische Domane zwischen Position 350-390. Letztere ist ebenfalls negativ
geladen und wichtig fur die Ca2*-Aktivierung, aber auch die Inaktivierung offener Kanale

(current rundown) (Kranjc et al., 2009; Xiao et al.,, 2008). Die Abschnitte, die als
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potentielle Rab27a-Interaktionsdoménen identifiziert werden konnten, sind demzufolge

beinahe deckungsgleich mit den beschriebenen Ca2*-Sensoren.

Bekannte Rab27a-bindende Domanen beinhalten hauptsachlich die fir die
Rab27a-Interaktion zustandigen Bereiche in den Rab27a-Effektormolekulen (Vgl. Kap.
1.4). Reichhart et al. identifizierten unlangst eine Bindungsdomane fir Rab27a in Cav1.3,
die homolog zur Rab-Bindungsdomane von Exophilin8 ist, einer konservierten
Coiled-Coil-Sequenz (Reichhart et al., 2015). Moglicherweise bindet Rab27a auch Uber
eine als Bindungsstelle noch unbekannte Sequenz an Bestrophin-1, oder die relevanten
Aminosauren sind Uber die Aminosauresequenz des Bestrophins verteilt und setzen sich
erst durch die dreidimensionale Faltung des Proteins zu einer Bindungsdomane
zusammen. In diesem Fall kénnten Veradnderungen an verschiedenen Stellen zu
Storungen der Interaktion fiihren. Da bislang keine Interaktionsdoméne identifiziert
werden konnte, kann keine Aussage Uber den genauen Interaktionsmechanismus
getroffen werden. Denkbar wére auch eine indirekte Bindung Uber ein oder mehrere
zwischengeschaltete Proteine. Ein solches Protein misste endogen sowohl in CHO- als
auch in HEK293- sowie humanen RPE-Zellen exprimiert werden. Bedacht werden muss,
dass die endogenen Proteine in Uberexpressionsexperimenten in der Regel in geringerer
Menge exprimiert werden als die heterolog transfizierten. Eine indirekte Interaktion ist
deshalb jedoch nicht auszuschlie3en. Es konnte sich bei dem Mediator beispielsweise
um ein normalerweise in hoher Konzentration vorliegendes Protein handeln oder seine
Expression durch die heterologen Proteine stimuliert werden. Die als Interaktionsdoméne
diskutierten Bereiche deuten auf einen potentiellen Zusammenhang der
Bestrophin-1/Rab27a-Wechselwirkung mit der Ca2*-Bindung hin. Mehrere Effektoren von
Rab27a besitzen Ca2*-bindende Motive in der Form von C2-Doménen (Abb. 1.6). Ein
Beispiel ist das Effektorprotein Rabphilin-3a, welches von Rab27a rekrutiert wird
(Fukuda, 2005) und in Anwesenheit von Ca2* an Phospholipidmembranen bindet (Izumi,
2007; Nalefski & Falke, 1996). Im Gegensatz dazu wirkt sich Ca2* bei Exophilin4
inhibitorisch auf die Bindung an Phosphatidylserin aus (Izumi, 2007). Es ist denkbar, dass
bei weiteren Proteinen ahnliche Mechanismen anzutreffen sind. Die Inkubationsschritte
in den Experimenten der vorliegenden Arbeit fanden unter Ca?*-haltigen Bedingungen
statt. Ca?* konnte also in der Bestrophin-1/Rab27a-Interaktion als Mediator oder als

Regulator einer direkten oder indirekten Interaktion fungieren.
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Beim Vergleich der Ergebnisse der Koimmunpréazipitationen und Immunzytochemie stof3t
man auf einen scheinbaren Widerspruch: In den Koimmunprézipitationen zeigt sich eine
unbeeintrachtigte Wechselwirkung. Den histologischen Farbungen zufolge wirde man
jedoch in Relation zum Bestrophin-1-Wt eine Abschwachung erwarten, da sich ein
geringerer Anteil der Proteine Uberhaupt in physikalischer Nahe zueinander befindet. Die
unverminderte Effizienz der Bindung weist auf den Kompartimentierungsverlust durch die
Lyse hin. Dass in der nicht gebundenen Fraktion keine Banden sichtbar sind, kann
zusatzlich durch die generell schwache Auspragung dieser bedingt sein. Bei
Ca?*-Abhéangigkeit konnte zudem eine Rolle spielen, dass in den Inkubationslésungen die

feine Regulierung des Ca?* fehlt, die in den Zellen stattfindet.

Bedenkt man die regulatorische Funktion, die Rab-Proteine in Transportprozessen
einnehmen, so liegt der Schluss nahe, dass Rab27a selbst mit der veranderten
subzellularen Verteilung und eingeschrankten Membrangangigkeit der
Bestrophin-1-Deletionsmutanten in Verbindung stehen kénnte. Der Nachweis einer
starken Interaktion in den Koimmunprazipitationen spricht eher gegen diese Hypothese.
Sie darf jedoch nicht voreilig ausgeschlossen werden. So spiegelt das Experiment wie im
vorherigen Absatz beschrieben nicht unbedingt die Situation in vivo wider. Denkt man in
dieser Richtung weiter, gibt es zwei verschiedene Erklarungsansatze fir eine gestorte
subzellulare Bestrophin-1-Verteilung trotz guter Koprazipitation mit Rab27a. Zum einen
ist es recht wahrscheinlich, dass Rab27a nicht der einzige Faktor ist, der den Transport
von Bestrophin-1 an seinen Zielort steuert. Die Verteilung konnte folglich priméar tber
andere Wege gestort sein. Hier ware es insbesondere interessant, die Interaktion des
Bestrophin-1 auch mit anderen Rab-Proteinen zu untersuchen. Eine durch geringere
Kolokalisation verminderte Bindung an Rab27a konnte in diesem Fall den subzellularen
Transport zusétzlich stéren. Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass die
Tertiarstruktur des mutierten Bestrophin-1 bei der Lyse verandert wird und es in der Zelle
in einer Konformation vorliegt, bei der die notwendigen Bindungsstellen zum Teil verdeckt
sind. Eine dritte Erklarung ergibt sich, falls die Bindung tatsachlich Ca?*-abhéngig ist.
Dann konnte Ca?** der begrenzende Faktor in der Zelle sein, Uber den die
Bestrophin-1/Rab27a-Interaktion reguliert wird. In den beiden letztgenannten Féllen
konnte eine Interaktion mit Rab27a im naturlichen Umfeld nicht in dem Ausmal}

stattfinden, wie die Koimmunprézipitationen vermuten lassen.
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4.3 Untersuchung krankheitsrelevanter Mutanten

Untersucht wurden vier BVMD-assoziierte Missense-Mutanten. Jede davon kann grob
einer der vier verschiedenen Hotspot-Regionen fur Bestrophin-1-Mutationen zugeordnet
werden (Abb. 4.3), die urspringlich von White et al. beschrieben wurden (White et al.,
2000). FuUr alle Mutanten wurde immunzytologisch eine verédnderte subzellulare
Verteilung sowie eine verminderte Korrelation dieser mit der Ausbreitung von Rab27a im
Vergleich zum Wildtyp gefunden. Alle Mutanten mit Ausnahme von R218C zeigten

zudem eine eingeschrankte Koprézipitation mit dem Rab-Protein.

outside

inside

i)

1:6-27

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

mutational hot spot regions (aa-aa)

COOH

Abb. 4.3: Mutations-Hotspots fir Bestrophin-1. Hotspot 1-4. Nach dem Topologiemodell
von V. M. Milenkovic et al., 2007. Rot umkreist sind die Mutationen, die in der vorliegenden
Studie betrachtet wurden. Quelle: V. M. Milenkovic et al., 2011b

Samtliche genutzten Mutanten waren bereits friher von Milenkovic et al., der unserer
Arbeitsgruppe grof3zugigerweise die Plasmide zur Verfugung stellte, in Immunfarbungen
und Leitfahigkeitsmessungen erforscht worden (V. M. Milenkovic et al., 2011b).
Bestrophin-1-R218C und T6P kamen auch schon zuvor in elektrophysiologischen
Untersuchungen und Lokalisationsanalysen zum Einsatz, wobei insbesondere R218C
weiterhin h&ufig untersucht wird (Barro-Soria et al., 2010; Burgess et al., 2008; Johnson
et al., 2013; A. D. Marmorstein et al., 2004; Rosenthal et al., 2006; Sun et al., 2002).

Die Mutanten Bestrophin-1-T6P und F305S zeigten in der Koimmunprazipitation mit
Rab27a die grofdten Einschrankungen. Die bei ihnen betroffenen Aminosauren 6
respektive 305 sind bei normaler Lokalisation zytoplasmatisch gelegen (Abb. 1.4A). Die
umgebenden Regionen scheinen also entscheidend fiir den fehlerfreien Ablauf der

Bestrophin-1-betreffenden posttranskriptionellen zellularen Prozesse zu sein. F305S liegt
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im langen C-terminalen ,Schwanz“ hinter der letzten TMD und ist Bestandteil eines der
beiden Areale, die zuvor als potentielle Interaktionsdomanen identifiziert werden konnten
(s. Kap. 4.2.3). Gegebenenfalls inhibiert die Mutante die Bindung an Rab27a folglich
direkt Gber eine Veradnderung der Aminoséauresequenz dieses Bindungsbereichs. Fur
Bestrophin-1-T6P kommt ein derartiger Mechanismus eher nicht infrage, da der
N-Terminus nach momentanem Kenntnisstand nicht unmittelbar in die Interaktion
involviert ist. Eine Erklarung fur die Ergebnisse unter Beachtung der sehr intensiven
Bindung von hBestldel 1-292 an Rab27a wére hier eine durch die Missense-Mutation

verursachte veranderte Konformation des Proteins.

Bei Bestrophin-1-F80L ist eine Aminosaure in der zweiten TMD ausgetauscht (Abb.
1.4A). Dies bewirkt ebenfalls eine verminderte Bindungsfahigkeit des Proteins an die
GTPase Rab27a, die jedoch weniger stark ausgepragt ist. Grund daftr kénnte wiederum
eine Veranderung der Tertiarstruktur sein. Im Falle einer indirekten Interaktion ist auch
die Existenz mehrerer Bindungsdoméanen denkbar, an denen die verschiedenen Stellen
der Mutationen beteiligt sein konnten. Die Ergebnisse der Suche nach einer
Interaktionsdoméane zeigen aber, dass die einzelnen Mutations-Hotspots alleine nicht

sehr ausschlaggebend sein kdnnen.

Die letzte BVMD-assoziierte Bestrophin-1-Mutante, die in dieser Studie betrachtet wurde,
ist Bestrophin-1-R218C, welche bezlglich der untersuchten Interaktion keine
signifikanten Unterschiede zum Wildtyp aufweist. Auch bei dieser Mutante liegt der
Basenaustausch im Zytoplasma (Abb. 1.4A). Trotz ahnlichem Muster entspricht die
Verteilung von Bestrophin-1-R218C nicht ganz derjenigen des Wildtyps, was sich in
einem etwas verminderten PCC fur die Korrelation mit Rab27a bemerkbar macht. In der
statistischen Auswertung der Koimmunpréazipitationen ergab sich eine geringfligige
Verringerung des IP : L-Quotienten, die sich jedoch bei der bisherigen Anzahl an
Experimenten als nicht signifikant erwies. Es wére interessant zu sehen, ob sich diese
Tendenz bei haufigerer Wiederholung bestatigt. Mdgliche Erklarungen fur die etwas
veranderte subzellulare Lokalisation sind dementsprechend eine tatsachliche geringe
Beeintrachtigung der Interaktion zwischen den beiden Proteinen oder eine Stbrung
anderer transportrelevanter Vorgdnge. Umgekehrt konnte auch die verminderte
Kolokalisation fir die leichte Einschrankung der physikalischen Interaktion zwischen
Bestrophin-1 und Rab27a verantwortlich sein. Die Ergebnisse der Ubrigen Mutanten,

insbesondere die gute Kopréazipitation trotz geringerer Kolokalisation bei der
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BVMD-verursachenden Mutante Bestrophin-1-F80L sowie den Deletionsmutanten,

sprechen jedoch gegen einen derartigen kausalen Zusammenhang.

Vergleicht man die Ergebnisse der Punktmutanten untereinander, lasst sich eine
konstante ,Rangfolge“ der Bindungseffizienz aufstellen. Diese passt fast exakt zu einer
Studie von Milenkovic et al. aus dem Jahr 2011, in der 13 BVMD-assoziierte
Bestrophin-1-Punktmutanten untersucht wurden, darunter die in der vorliegenden Studie
betrachteten. Anhand von Lokalisationsanalysen in transfizierten polarisierten
MDCKII-Zellen sowie Leitfahigkeitsuntersuchungen in HEK293-Zellen wurde eine
reduzierte Membrangangigkeit der mutierten Proteine sowie ein Verlust der
Anionenleitfahigkeit festgestellt. R218C und F80L kolokalisierten dabei mit dem
Membranmarker Monocarboxylat-Transporter 1 (MCT-1), wobei die Effizienz im
Vergleich zum Bestrophin-1-Wt etwas verringert war. T6P und F305S zeigten dagegen
nahezu keine Uberlappung mit MCT-1 und werden folglich fast ganzlich im Zytoplasma
reteniert. Fur F305S konnte eine Kolokalisation mit dem Early Endosome-1-Marker
(EEA1) nachgewiesen werden (V. M. Milenkovic et al., 2011b). Die Mutanten, die laut der
in dieser Studie durchgeflihrten Experimente starker mit Rab27a interagieren, landen
demzufolge eher in der Membran. Dies passt zu der Annahme, dass Rab27a an der
Vermittlung des subzellularen Transports des Bestrophins beteiligt sein kénnte,
gegebenenfalls sogar am Aufnahmeprozess in die Membran. Bereits friher gelangten
Studien zu dem Schluss, dass ein Teil der Morbus Best verursachenden
Punktmutationen zu einer mangelhaften Membraninsertion des Bestrophin-1 fuhrt (V. M.
Milenkovic et al., 2007; Mullins et al., 2005). In den Immunfarbungen stellte sich die
Situation in dieser Arbeit etwas anders dar (s. Kap. 3.3). Beziglich der Verteilung der
defekten Proteine gilt dabei zu bedenken, dass lediglich eine optische Beurteilung
vorgenommen und in denselben Zellen nicht gleichzeitig ein Membranmarker angefarbt
wurde. Aufféllig sind jedoch die Resultate der Analyse der Kolokalisation zwischen der
jeweiligen Bestrophin-1-Form und Rab27a, die wenig mit den Resultaten der
Koimmunpréazipitationsexperimente korrelieren. So kolokalisiert bei relativ guter
Interaktionsfahigkeit etwa nur ein vergleichsweise kleiner Anteil von F80L mit Rab27a.
Dies bekréaftigt erneut die Erkenntnis, dass der subzellulare Transport von Bestrophin-1
bei Vorliegen einer BVMD-verursachenden Punktmutation ilber Mechanismen gestort ist,
die Uber die abgeschwachte Interaktion mit Rab27a hinausgehen. Es ist beispielsweise

bekannt, dass N-terminale Enden h&ufig an der Verpackung von Proteinen in Vesikel
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beteiligt sind (von Heijne, 1996). Das kénnte auch bei Bestrophin-1 zutreffen und einen
Mechanismus darstellen, wie der Aminosaureaustausch von Bestrophin-1-T6P den
Bestrophin-1-Transport zur Zellmembran stort. Nichtsdestoweniger ist die
Protein/Protein-Interaktion mit Rab27a bei mutiertem Bestrophin-1 beeintrachtigt und
behindert das zellulare Trafficking vermutlich zusatzlich. Es stellt sich die Frage, wie es
zu der schwacheren Bindung kommt. Der Austausch einer einzelnen Aminosaure reicht
in manchen Fallen aus, die Effizienz der Faltung eines Proteins um 40 % zu reduzieren
(Guerois et al., 2002). Eine veranderte Tertiarstruktur kdnnte erklaren, wie Mutationen an
so unterschiedlichen Stellen eine starke Einschrankung der Interaktion mit dem gleichen
Rab-Protein verursachen konnen. Eine Reihe genetischer Erkrankungen beruht
erwiesenermallen auf Fehlfaltung von Proteinen. Beispielsweise wird die zystische
Fibrose durch falsch gefalteten CFTR hervorgerufen (Bross et al., 1999; Valastyan &
Lindquist, 2014). Mdglicherweise gibt es aber unterschiedliche urséchliche Mechanismen
fur die verschiedenen Mutanten. Dies konnte zum Beispiel fir die Mutante F305S der Fall
sein. Der Aminosaureaustausch F305S liegt meinen Daten zufolge potentiell im Bereich
der Rab27a-Interaktionsdoméane (s. Kap. 4.2.3), wodurch die Bindung direkt behindert
werden konnte. Es ist mdglich, dass die Interaktion des mutierten Bestrophin-1 mit
Rab27a in situ durch eine verringerte Kolokalisation bedingt durch Veranderung anderer

Transportprozesse zusatzlich beeintrachtigt ist.

4.3.1 Bestrophin-1/Rab27a-Interaktion bei Koexpression von

Bestrophin-1-Wt und Bestrophin-1-Mutanten

Um den tatsachlichen autosomal-dominanten Vererbungsmodus zu simulieren, wurden
CHO-Zellen ,autosomal-dominant® jeweils mit Rab27a, dem Bestrophin-1-Wt und einer
Bestrophin-1-Mutante tripletransfiziert. Dies entsprach jedoch nicht priméar der
Fragestellung der vorliegenden Arbeit, sodass die Experimente bisher nur exemplarisch
durchgefuhrt wurden und zur abschlielRenden Klarung weitere Versuche folgen missten.
Es wurden bewusst die beiden Mutanten ausgesucht, bei denen basierend auf den
Ergebnissen der vorherigen Versuche ein Effekt erwartet wurde. Dabei wurde eine starke
Einschrankung der Koprazipitation des Bestrophin-1 mit Rab27a festgestellt. Bei der
Mutante T6P war diese nicht geringer als bei Koimmunprazipitation von T6P und Rab27a
ohne Bestrophin-1-Wt. Fir Bestrophin-1-F305S traf das lediglich auf einen der beiden
guantitativ ausgewerteten Versuche zu. Bei zwei weiteren Versuchen waren die Banden

insgesamt sehr schwach und keine IP-Bande sichtbar, sodass eine quantitative
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Auswertung nicht moéglich war. Jedoch war die Interaktion in diesen Fallen offensichtlich
ebenfalls sehr eingeschrankt. Das mutante Bestrophin-1 dominierte in diesen Zellen
folglich Uber den Einfluss der nach der Transfektion ebenfalls vorhandenen wildtypischen
Bestrophin-1-Variante. Damit war vermutlich eine Imitation des Mechanismus gelungen,
der auch bei den Patienten zur Erkrankung fuhrt, obgleich sie im Besitz eines gesunden
Allels sind. Dieser dominant-negative Effekt konnte bereits zuvor von einigen Gruppen
experimentell nachgestellt werden. So stellte die Arbeitsgruppe um Jeremy Nathans 2002
bei Doppeltransfektion von Bestrophin-1-Wt und vier BVMD-assoziierten Punktmutanten
in Patch-Clamp-Experimenten im Whole-Cell-Modus verminderte Strome fest, die den
Stromen nach Einfachtransfektion der Mutanten entsprachen. Es wurde spekuliert, dass
normale und mutante Bestrophine oligomerisieren und gemeinsam weniger
funktionsfahige lonenkanale bilden (Sun et al., 2002). Johnson et al. testeten diese
Hypothese und fanden, dass die Oligomerisierung von Bestrophin-1-Wt mit mutantem
Bestrophin-1 mdglich ist. Sie zeigten aul3erdem eine Mislokalisation von Bestrophin-1-Wt

in Anwesenheit von manchen Mutanten (Johnson et al., 2013).

Einschrankend muss gesagt werden, dass es allein anhand der Ergebnisse der
Koimmunprézipitationen nicht méglich ist, eine Unterscheidung zwischen wildtypischem
und mutantem Bestrophin zu treffen und festzustellen, ob einander entsprechende
Expressionslevel fur beide Formen vorlagen. Das stdchiometrische Verhalten von
Bestrophin-1-Wt und mutanten Formen, mit dem Wot-Bestrophine und Mutanten
Pentamere untereinander bilden, ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht bekannt. Alle bisher
diesbeziiglich untersuchten Mutanten, darunter T6P, scheinen in der Lage zu sein,
weiterhin mit Bestrophin-1-Wt zu oligomerisieren (Johnson et al., 2017; Johnson et al.,
2014). Es bestehen jedoch zahlreiche Madoglichkeiten, wie sich die Komplexe
zusammensetzen, was zudem innerhalb der einzelnen Zelle und zwischen den
verschiedenen Mutanten variieren kénnte. Wéahrend Bestrophin-1-Wt Pentamere bildet,
ist vorstellbar, dass einzelne Mutationen eventuell zu einer Komplexbildung mit einer
falschen Anzahl an Protomeren fihren (Johnson et al., 2017). Diese Fragen sind
moglicherweise nur anhand von Patientendaten zu beantworten. Bevor Uber die
Stochiometrie Klarheit besteht, ist es schwer zu sagen, wie genau es zu der
Abschwachung der Bestrophin-1/Rab27a-Interaktion kommt. Die Ergebnisse der in
dieser Studie durchgefuihrten Experimente lassen dazu keine Aussage zu. Schlechteres

Trafficking und weniger regulares Bestrophin-1 am Wirkort kdnnten eine Rolle spielen.
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Es handelt sich dabei um einen Ublichen Vorgang bei autosomal-dominanten
Erkrankungen, der als Haploinsuffizienz bezeichnet wird. Haploinsuffizienz wurde in der
Vergangenheit als zugrundeliegender Mechanismus bei ein paar Bestrophin-1-Mutanten
vermutet (Hartzell et al., 2008; Kramer et al., 2003). Ware das der einzige Grund fur die
verminderte Wechselwirkung mit Rab27a, ware jedoch eine bessere Interaktionsfahigkeit
zu erwarten, die irgendwo zwischen der tatsédchlich nachgewiesenen und der des
Bestrophin-1-Wt angesiedelt sein muisste. Zudem wiesen mBestl-knockout-Mausen
keinerlei okulare Pathologie auf (L. Y. Marmorstein et al.,, 2006). Daraus lasst sich
schlie3en, dass die mutierte Form auf eine noch nicht definierte Weise zusétzlich aktiv
interferieren muss. Zu diesem Ergebnis kamen bereits andere Forschungsgruppen. Es
wurden dominant-negative Effekte durch Inhibierung der Cl--Kanalfunktion als Folge
einer Oligomerisierung aus mutantem und wildtypischem Bestrophin-1 oder
Funktionsgewinn aufgrund der Mutationen vorgeschlagen (Hartzell et al., 2008; Kramer
et al., 2003).

In einem der Versuche verhielt sich das Bestrophin nach Doppeltransfektion von
Bestrophin-1-F305S und Bestrophin-1-Wt in der Koimmunprazipitation mit Rab27a
dagegen wie der Wildtyp und koprazipitierte gleichermal3en effizient. Angesichts der
Ubrigen Resultate wurde vermutet, dass ein methodisches Problem bei der Transfektion
von hBestl F305S vorlag und die Zellen tatsachlich nur wildtypisches Bestrophin-1
exprimierten. Aus einem bislang unbekannten Grund erfolgt die Ausbildung des
Phanotyps der BVMD jedoch mit reduzierter Penetranz (Boon et al., 2009). Tatsachlich
sind fir F305S sowohl Falle mit typisch verandertem Hellanstieg im EOG als auch Falle
mit normalem EOG oder Fundusasymmetrie beschrieben, was auf diese reduzierte
Penetranz hindeutet. Es wurde eine Einflussnahme des gesunden Allels vermutet (Low
et al., 2011). Die schlechte Penetranz kann jedoch auch auf der individuellen
Expressionshaufigkeit der Bestrophine oder den individuellen Fahigkeiten zum Abbau der
mutanten Bestrophine beruhen. Bei den Experimenten in vitro kdnnen diese Punkte eher
keine Rolle spielen, da in jedem Fall das gleiche Plasmid sowie CHO-Zellen aus
derselben Zelllinie verwendet wurden. Bei der sicheren Abgrenzung zwischen einem
methodischen Problem und einem tatsachlichen Effekt stellt indes die geringe Anzahl der
Versuche ein Problem dar, wie es bereits anhand der Deletionsmutanten erdrtert wurde
(s. Kap. 4.2.1). Um herauszufinden, ob es sich bei einem der Ergebnisse um einen

AusreilRer handelt, sollte das Experiment mehrfach wiederholt werden.
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4.4  Fazit und mogliche Rolle von Rab27a in der Pathogenese der BVMD

Zusammenfassend gelang es in der vorliegenden Studie, eine Interaktion zwischen
Rab27a und Bestrophin-1 festzustellen. Es konnten zwei Bereiche identifiziert werden, in
denen potentiell Bindungsdoménen liegen. Um die Art der Interaktion genau zu
definieren, wurde jedoch bisher zu grob untersucht. Eine indirekte Interaktion ist nicht
auszuschlieBen. Moglicherweise spielt Ca2* hierbei eine Rolle. Es konnte gezeigt werden,
dass bei Morbus Best vorkommende Missense-Mutationen die Bindung negativ
beeinflussen, woraus sich eine potentielle Rolle von Rab27a in der Pathogenese der
BVMD ableiten lasst. Zwei der Punktmutanten wurden mit dem Wildtyp koexprimiert und
inhibierten dabei passend zum autosomal-dominanten Vererbungsmodus der
Erkrankung die wildtypische Interaktion mit Rab27a. Alle untersuchten Punktmutanten
sind weniger membrangangig als Bestrophin-1-Wt. Der N-Terminus und der Bereich
zwischen Aminosaure 457-575 scheinen hierbei von besonderer Relevanz zu sein.
Zwischen den Ergebnissen der vier untersuchten krankheitsassoziierten
Bestrophin-1-Mutanten bestanden erhebliche Diskrepanzen sowohl in Bezug auf die

subzellulare Verteilung als auch beziglich der Effizienz der Koimmunprazipitation.

Der Nachweis einer physikalischen Wechselwirkung von Bestrophin-1 und Rab27a
gelang bereits in HEK293-, nativen humanen RPE- und jetzt in CHO-Zellen, sodass die
Frage nach der physiologischen Rolle dieser Interaktion aufkommt. Rab27a ist an vielen
zellularen Prozessen beteiligt. Eine Interaktion mit verschiedenen anderen lonenkanalen
ist bekannt, darunter mit CFTR einer, der viele Ahnlichkeiten zu Bestrophin-1 besitzt. In
diesen Fallen wirkt sich Rab27a jeweils negativ auf die Leitfahigkeit aus, was im Fall von
CFTR durch Effektorproteine aufgehoben werden kann. Ebenso verhalt es sich beim
ENaC. Dies ist vermutlich einer grol3eren Affinitat von Rab27a zu den Effektorproteinen
geschuldet, wodurch die Bindung an das Kanalprotein gehemmt wird (Saxena et al.,
2006; Saxena & Kaur, 2006b; Saxena et al., 2005). Eine Beeinflussung auch der
Kanaleigenschaften des Bestrophin-1 liegt daher nahe, welche jedoch in der
vorliegenden Studie nicht naher betrachtet wurden. Bei Rab27a handelt es sich um ein
Transportprotein (Ali & Seabra, 2005; Hutagalung & Novick, 2011; Stenmark & Olkkonen,
2001). In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass mutiertes Bestrophin-1 sowohl
schlechter mit Rab27a interagiert als auch weniger effizient an den Zielort transportiert
wird. Eine Retention von fehlerhaftem Bestrophin-1 im Zytoplasma wurde bereits
beschrieben (V. M. Milenkovic et al., 2011b; Mullins et al., 2005). In dieser Konstellation
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muss an eine Beteiligung von Rab27a am subzellularen Bestrophin-1-Transport gedacht
werden. Analog zur Ublichen Funktionsweise von Rab27a konnte die schwéchere
Bindung bei den Punktmutanten etwa die Membraninsertion beeintrachtigen. Weniger
funktionelles Bestrophin-1 am Zielort wirkt sich negativ auf die verschiedenen
Proteinfunktionen aus und kénnte damit zum Beispiel einen Beitrag zu der reduzierten
Anionenleitfahigkeit und dem verédnderten Ca?*-Signalling bei Morbus Best leisten.
Moglicherweise ist die Bestrophin-1/Rab27a-Interaktion Ca?*-abhangig, sodass ein
Circulus vitiosus resultieren konnte. Eine Ubersicht Uber die Funktionsausfalle von
Bestrophin-1 findet sich in Abb. 4.4.
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Abb. 4.4: Intrazellulare Stationen von Bestrophin-1. A: Schematische Darstellung der
physiologischen Vorgénge, in die Bestrophin-1 nach derzeitigem Kenntnisstand involviert ist.
B: Einschrankungen und Funktionsausfdlle von mutiertem Bestrophin-1. Der jeweilige

Auspragungsgrad ist abhéngig von der vorliegenden Mutation.

Bei der BVMD ist die Phagozytose im RPE gestort (Boon et al., 2009; Guziewicz et al.,
2017). Rab27a spielt eine Rolle in lysosomalem Transport und Exozytoseprozessen.
Wenngleich dieser Zusammenhang ursprtinglich in hamatopoetischen Zellen festgestellt
wurde, scheint er neueren Untersuchungen zufolge auch in anderen Zelltypen zu
bestehen (Elstak et al., 2011; Laulagnier et al., 2011; Neeft et al., 2004). Rab27a wirkt
negativ regulatorisch auf Phagozytoseprozesse. In Knockdown-Zellen wie auch beim
Griscelli-Syndrom mit Funktionsverlust des Rab-Proteins zeigt sich eine Steigerung der
Phagozytose (Yokoyama et al.,, 2011). In priméaren Schweine-RPE-Zellen wurde ein
inhibitorischer Effekt von Bestrophin-1 auf die Phagozytose nachgewiesen,
wahrscheinlich vermittelt Gber eine Regulierung der Ca?*-Konzentration. In zwei
Knockout-Mausmodellen wurde in vivo ein Einfluss von L-Typ-Ca2*-Kanalen auf den
streng regulierten zirkadianen Rhythmus der Phagozytoseaktivitat gezeigt. Uber eine
Regulation dieser Kanéle kann sich auch Bestrophin-1 darauf auswirken (Mdller et al.,
2014). Somit sind beide Proteine, die an der untersuchten Interaktion teilhaben, mit
Phagozytoseprozessen assoziiert. Es ware folglich naheliegend, dass die
Wechselwirkung beider eine Funktion in der Phagozytose durch das RPE erfillt und eine
Storung derselben eine Rolle in der Entstehung der Lipofuszinakkumulation bei BVMD
spielt. Die genauen physiologischen und pathophysiologischen Vorgange sind allerdings

bisher nicht bekannt und konnen nur in vivo ndher bestimmt werden.

Es bestanden erhebliche Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen der verschiedenen
krankheitsverursachenden Bestrophin-1-Mutanten einerseits und zwischen den
Ergebnissen der Koimmunprazipitation und der Immunzytochemie andererseits. Rab27a
kommt demnach nicht als einzelner Faktor fir die Krankheitsentstehung infrage. Daflr
spricht auch, dass funktioneller Mangel an Rab27a durch verminderte
Geranylgeranylierung zu Chorioideremie, nicht aber zu Morbus Best fiihrt (Seabra et al.,
1995). Nach derzeitigem Kenntnisstand erscheint es am wahrscheinlichsten, dass bei
den verschiedenen Mutanten unterschiedliche Mechanismen in der Pathogenese der

BVMD zum Tragen kommen. Zu diesem Schluss kamen bereits andere Arbeitsgruppen
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(V. M. Milenkovic et al., 2011b). Die in dieser Arbeit untersuchte Interaktion kénnte
insbesondere bei den Bestrophin-1-Mutanten T6P und F305S relevant sein. Bei der
Mutante R218C scheinen die Interaktion mit Rab27a und ein veranderter Transport
dagegen in der Pathogenese der BVMD keine grol3e Rolle zu spielen. Diese Mutante ist
interessant, weil sie sich unter samtlichen bisher untersuchten Bedingungen bezlglich
ihrer subzellularen Lokalisation beinahe wie der Wildtyp verhalt. Milenkovic et al.
mutmaliten, dass bei ihr die verminderte Anionenleitfahigkeit der entscheidende
Mechanismus ist (V. M. Milenkovic et al., 2011b). Die Erkenntnisse aus der vorliegenden
Studie liefern keinen Hinweis dafir, dass diese Annahme falsch ist. Fir Patienten mit
Mutationen, bei denen die Rab27a-Interaktion eingeschrankt ist, lohnt es sich zu prufen,

ob sie in Zukunft als Angriffspunkt fur Therapien genutzt werden kann.

45 Weiterer Forschungsbedarf

In weiterfhrenden Forschungsarbeiten musste zunéchst die Frage geklart werden, in
welchem Prenylierungszustand von Rab27a die Interaktion mit Bestrophin-1 stattfindet
und wie es in den CHO-Zellen vorliegt. Dann sollten die bisher nicht betrachteten Areale
von Bestrophin-1 nach einer Rab27a-bindenden Domane durchsucht werden. Hierzu
konnten analog zu den bisherigen Versuchen Deletionsmutanten hergestellt werden,
denen die entsprechenden  Sequenzen fehlen, und die dann in
Koimmunpréazipitationsexperimenten untersucht werden. Entfernt man den gesuchten
Bindungsbereich, ist keine weitere Koprazipitation der beiden Proteine zu erwarten. Fir
eine exaktere Bestimmung relevanter Bereiche kdnnte in Sequenzalignmentstudien nach
etwaigen Bindungsdomé&nen gesucht werden. Hierbei sollte ein dreidimensionales
Modeling erfolgen und in Betracht gezogen werden, dass die einzelnen beteiligten
Aminosauren in der Primarstruktur nicht unbedingt benachbart sein missen und
eventuell erst in der Tertiarstruktur eine Bindungsdomane formen. Auch die Mdglichkeit
einer indirekten Interaktion darf nicht aufRer Acht gelassen werden. Dies gilt
insbesondere, falls im Sequenzalignment keine potentielle Interaktionsdoméne zu
identifizieren ist. Ein besonderes Augenmerk sollte dann auf die bekannten
Rab27a-Effektoren gelegt werden. Um herauszufinden, ob die Interaktion tats&chlich
Ca?*-abhangig ist, sollte den Inkubationslésungen Ca?* entzogen und die Experimente
unter Ca?*-freien Bedingungen wiederholt werden. Von Interesse ware vor allem die
Koimmunprézipitation von Rab27a und Bestrophin-1-Wt sowie einer Mutante, bei der

wenig mehr als die Ca?*-Bindungsstelle erhalten ist. Von den in der vorliegenden Arbeit
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zur Verfugung stehenden Deletionsmutanten eignet sich zu diesem Zweck am besten
hBestldel 1-292 + 457-575. Zur Weiterverfolgung der Hypothese, dass Rab27a die
Lokalisation von Bestrophin-1 beeinflusst, wére es hilfreich, immunzytochemische
Farbungen von Zellen durchzufiihren, die mit Bestrophin-1 gemeinsam mit und ohne
Rab27a transfiziert wurden. Genauso sollte untersucht werden, ob die Leitfahigkeiten von
Bestrophin-1 in seiner Rolle als lonenkanal oder seine regulatorischen Funktionen in
Anwesenheit von Rab27a verandert sind. Um die tatsachliche Relevanz der
beobachteten Wechselwirkung zu determinieren und eventuelle Einflisse der
Uberexpression beispielsweise auf die subzellulare Lokalisation auszuschlieRen,
mussten die Experimente in situ wiederholt werden. Idealerweise stiinde daflir humanes
RPE von Gesunden und von Betroffenen zur Verfligung. Dieses kann zum Beispiel bei
Hornhauttransplantationen gewonnen werden. Mithilfe von Kristallstrukturanalysen ware
es anhand solcher Proben aul3erdem moéglich, das stéchiometrische Verhalten von
Bestrophin-1 bei Vorliegen verschiedener Mutationen aufzuklaren, was wertvolle neue
Erkenntnisse Uber mdgliche Pathomechanismen der BVMD erbringen kdnnte. In
Tiermodellen ware das Verhalten und die Lokalisation von Bestrophin-1 nach
Rab27a-siRNA-Knockdown aufschlussreich. Die Versuche beziglich des dominanten
Vererbungsmodus mussten wiederholt werden. Der Nachweis der doppelten Interaktion
zwischen Bestrophin-1/Ca,1.3 sowie Ca,1.3/Rab27a lasst die Frage nach einer etwaigen
wechselseitigen Beeinflussung aller drei Proteine (Tripleinteraktion) aufkommen. Dieser
Frage kann in weiterfihrenden Experimenten nachgegangen werden. Dabei gilt es
beispielsweise zu beantworten, ob sich die Anwesenheit von Rab27a auf die Interaktion
zwischen Bestrophin-1 und Ca,1.3 auswirkt, etwa durch eine veranderte subzellulare
Verteilung der beiden Proteine. Zur abschlieRenden Klarung der pathophysiologischen
Vorgange, die zum Krankheitsbild der BVMD fuhren, missen in Zukunft weitere
Interaktionspartner von Bestrophin-1 identifiziert werden. Interessant ware insbesondere,

ob aulRer Rab27a auch andere Rab-Proteine dazugehoren.
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