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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung des Sehens

,Die Augen sind das Fenster zur Seele und das Tor zur Welt” (1). Die Bedeutung des Sehens
spiegelt sich nicht nur in geldufigen Redewendungen wider, sondern wird auch in
zahlreichen Umfragen zu Angsten in der Bevélkerung deutlich. Diesen zur Folge fiirchten
Menschen allem voran Blindheit und den damit einhergehenden Verlust von
Unabhédngigkeit und Lebensqualitdt - noch vor Taubheit, Herzinfarkt, Alzheimer-Demenz,

AIDS und Terroranschlagen (2-7).

Der Begriff der Blindheit ist hierbei nach Laienverstandnis sicherlich anders gefasst als nach
den festen Kriterien z.B. von gesetzlichen Bestimmungen und Versorgungsrichtlinien,
welche sich wiederum von Nation zu Nation unterscheiden. In Deutschland gilt als blind,
wer eine bestkorrigierte Sehscharfe von 1/50 (,,2%“) oder weniger am besseren Auge oder
eine vergleichbar schwere Beeintrachtigung wie etwa eine Gesichtsfeldeinschrankung auf
die zentralen 5° aufweist (8). Hingegen sind die Grenzen in anderen Landern deutlich
lockerer gesteckt und liegen zum Beispiel im Vereinigten Kdénigreich bei weniger als
1/20 (,,5%“) (oder einer klinisch signifikanten Gesichtsfeldeinschrankung mit funktioneller
Beeintrachtigung) (9), in den USA bei 1/10 (,10%“) (oder einer Einschrankung des Gesichts-
felds auf die zentralen 20°) (10) und gemal der World Health Organisation (WHQO) bei
weniger als 1/20 (,5%") (bzw. einer Gesichtsfeldeinschréankung auf 10°) (11).

Und noch vielfdltiger als die Bestimmungen, ab wann ein Mensch als blind gilt, sind die
Faktoren und Erkrankungen, die zu einer Sehminderung bis hin zur Erblindung flihren
kénnen. Ein visueller Reiz wird Gber mehrere Stufen der Sehbahn vom Auge zum Gehirn
geleitet und verarbeitet, bis er bewusst als Seheindruck wahrgenommen wird. Auf jeder

Stufe der Sehbahn kann es zur Storung kommen.
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1.2 Aufbau des Auges, der Sehbahn und der Netzhaut

Conjunctiva —o

Schlemmscher_
Kanal

Sehachse
\

1:2, Fovea
T Mécula
lutea

Papille

vordere _

N LA—Zonulafasem Lamina

Sep, nen,

Augenkammer K cribrosa
hintere N =
Augenkammer NN Glaskorper PR
7 \\ 7 "~ Retina
Ciliarmuskel S~ Chorioidea
= ~Sclera

Abb. 1 Aufbau des menschlichen Auges
Das menschliche Auge lasst sich einteilen in vorderen Augenabschnitt (u.a. Hornhaut
(Cornea), Regenbogenhaut (Iris) und Linse) und hinteren Augenabschnitt (u.a. Netzhaut
(Retina, in rot dargestellt), wobei die Makula (Macula lutea) die Stelle des schéarfsten
Sehens bezeichnet).

(Quelle: Schmidt RF et Thews G (12))

Abb. 1 zeigt schematisch den Aufbau des menschlichen Auges. Das einfallende Licht wird
von Hornhaut und Linse gebindelt und auf der Netzhaut (Retina) abgebildet. Dort wird es
als visueller Reiz von den Photorezeptoren der Netzhaut detektiert und in ein elektrisches
Signal umgewandelt. Die Makula (Macula lutea, gelber Fleck) bezeichnet hierbei die Stelle
des schéarfsten Sehens. Die Bildinformation wird Uber die sogenannten Bipolarzellen weiter
verschaltet und dann in Form einer Parallelverarbeitung der unterschiedlichen
Bildqualitdten wie Farbe, Bewegung, Helligkeit etc. durch die rezeptiven Felder
spezialisierter retinaler Ganglienzellen ausgelesen und weitergeleitet (12). Die Fortsatze
der Ganglienzellen verlassen zum Sehnerven (Nervus opticus) geblndelt das Auge in
Richtung Gehirn. Nach einer in der Sehnervenkreuzung (Chiasma opticum) stattfindenden
Sortierung in linke und rechte Gesichtsfeldhilfte gelangt die Information Uber den
Sehstrang (Tractus opticus) und nach einer synaptischen Umschaltung im seitlichen
Kniehocker (Corpus geniculatum laterale) Uber die Sehstrahlung (Radiatio optica)

schlieRlich zur Sehrinde (visueller Kortex) im Okzipitallappen (siehe Abb. 2) (12).



Einleitung

nasal i temporal

/\ ‘rechtes Auge
x Nervus opticus
* Chiasma opticum
\

{ rechter Tractus
opticus

Pratectale
Region

Colliculi
superiores

Corpus genicu
latum laterale

Radiatio
optica

Visueller
Cortex

Abb. 2 Stufen der zentralen Sehbahn

Ein visueller Reiz wird nach der Verarbeitung im Auge lber folgende Stufen der zentralen
Sehbahn zum Gehirn fortgeleitet: Nervus opticus, Chiasma opticum, Tractus opticus,
Corpus geniculatum laterale, Radiatio optica, visueller Kortex.

(Quelle: Schmidt RF et Thews G (12))

Die Netzhaut steht also ganz am Anfang eines komplexen visuellen Verarbeitungssystems.

Ihr Aufbau soll nun naher erldutert werden.

Eingeteilt wird die Netzhaut in das Stratum nervosum retinae (Neuroretina),
zusammengesetzt aus einer Vielzahl von Zelltypen und Zellschichten, und das einschichtige
Stratum pigmentosum retinae (retinales Pigmentepithel). Die Neuroretina besteht aus
Photorezeptoren, Bipolarzellen, Ganglienzellen, Horizontalzellen, Amakrinzellen und
Mullerscher Radialglia (siehe Abb. 3) (12). Die Photorezeptoren (Zapfen und Stabchen) stellen
die dulerste Zellschicht der Neuroretina dar und werden weiter in ein Innen- und ein
Aullensegment unterteilt. Wahrend die Innensegmente den stoffwechselaktiven Anteil
darstellen, enthalten die Membranscheibchen der Stabchen-AuBensegmente bzw. die
Membraneinschnilirungen der Zapfen-AuRensegmente die zur Aufnahme des Lichtreizes

wichtigen Photopigmente (12).
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Abb. 3 Aufbau der Netzhaut

Gezeigt wird der Aufbau der Netzhaut (Retina). Die Retina lasst sich in retinales
Pigmentepithel (Stratum pigmentosum retinae, in der Abbildung oberste Zellschicht) und
Neuroretina (Stratum nervosum retinae, in der Abbildung Ubrige Zellgruppen) einteilen.

Am: Amakrinzelle, B: Bipolarzelle, G: Ganglienzelle, H: Horizontalzelle, M: Miiller-Zelle,
M.l.e.: Membrana limitans externa, M.l.i.: Membrana limitans interna, N.O.: Nervus opticus,
P: Pigmentepithelzelle, S: Stdbchen, Z: Zapfen

(Quelle: Schmidt RF et Thews (12))

1.3 Funktionen des retinalen Pigmentepithels (RPE)

Photorezeptoren und retinale Pigmentepithelzellen sind als enge funktionelle Einheit zu
sehen (13). Eine gestdrte Funktion der RPE-Zellen fihrt zur Degeneration von Photo-

rezeptoren und umgekehrt.

Die Photorezeptoraulensegmente unterliegen einem kontinuierlichen Erneuerungs-
prozess. Neues Material wird von den Innensegmenten produziert, wandert in den
Aullensegmenten in Richtung RPE und wird nach und nach abgestoBen. Die alteren
duBeren Membranscheibchen bzw. -einschnlirungen werden von den apikalen mikro-
villdren Fortsatzen der RPE-Zellen umschlossen und phagozytiert sowie recycelt (14). Das
gebleichte Photopigment wird regeneriert (Retinalzyklus) (15). Dies ist nur ein Teil der

zahlreichen Aufgaben des RPE (siehe Abb. 4).
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Im Rahmen der Lichtwahrnehmung ist das RPE neben der Phagozytose der
PhotorezeptorauRensegmente und der Regeneration von gebleichtem Photopigment auch
fir die Lichtabsorption zustandig. Dies geschieht (ber seine Pigmentgranula in den
Melanosomen sowie weitere Pigmente wie Lutein und Zeaxanthin (16). Zum einen wird
Streulicht absorbiert, was zu einer verbesserten optischen Abbildungsqualitat fihrt. Zum
anderen kommt der Lichtabsorption eine hohe Bedeutung zu, da sie Schutz vor oxidativem
Stress bietet. Durch die Kombination aus hoher Lichtenergiedichte und hohem
Sauerstoffgehalt in der stark durchbluteten Choriokapillaris der Aderhaut entstehen durch
Photooxidation freie Radikale in hohem Ausmal (17). Das RPE verfligt ber enzymatische
und nicht-enzymatische Antioxidantien (18, 19) sowie (ber Reparaturmechanismen fur
geschddigte DNA, Lipide und Proteine. Durch die hohe Energieaufnahme in den
Melanosomen kommt es zu einer Erhitzung des RPE auf Uber 40°C (20), die Warme wird

Uber die stark durchblutete Aderhaut abtransportiert.

Das RPE bildet auSerdem Uber seine dichten ,tight junctions” die duRere Blut-Retina-
Schranke und sezerniert immunmodulatorische Faktoren (z.B. Interleukin-8 und
Komplement-Faktor H) (21, 22), was unter anderem zum Immunprivileg des Auges
beitrdgt. Dazu kommen weitere sekretorische Funktionen, z.B. die Sekretion des
neuroprotektiven und anti-angiogenen pigment epithelium derived factor PEDF (23) oder
des vasoaktiven und anti-apoptotischen vascular endothelial growth factor VEGF (24), und
ionale Homoostase-Funktionen (v.a. Kalium-Homd&ostase) im subretinalen Raum. Das RPE
transportiert transepithelial Nahrstoffe aus dem Blutstrom in Richtung der
Photorezeptoren (25) und Wasser aus dem subretinalen Raum in Richtung Blutseite (26).
Letzteres wird durch einen aktiven Transport von Chlorid-lonen angetrieben, was
wiederum zu einer Potentialdifferenz zwischen der apikalen und der basolateralen Seite
des Epithels fuhrt (27). Diese besteht in einem basolateral negativen transepithelialen
Potential. Dadurch ist der hintere (posteriore) Pol gegeniiber dem vorderen (anterioren)
Pol des Auges negativ geladen, wodurch das Auge wie ein elektrischer Dipol in einem
elektrischen Feld erscheint (28). Dies kann als sogenanntes Bestandspotential im

Elektrookulogramm (EOG) elektrophysiologisch erfassen werden.

10
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Abb. 4 Die Funktionen des retinalen Pigmentepithels

Dargestellt werden die Funktionen des retinalen Pigmentepithels.

Von links nach rechts: Lichtabsorption, transepithelialer Transport, ionale Homd&ostase
(Glia-Funktion), Retinalzyklus, Phagozytose und Sekretion.

VEGF: vascular endothelial growth factor, PEDF: pigment epithelium-derived factor

(Quelle: StrauR O (13))

1.4 Elektrookulogramm (EOG)

Das EOG dient als elektrophysiologisches Diagnostikum fur die Funktionen des RPE und
misst indirekt das transepitheliale Potential des RPE, indem es das Bestandspotential
zwischen Hornhaut und hinterem Pol Uber Hautelektroden am inneren und &dulleren
Kanthus des Auges ableitet. Durch wiederholte horizontale Augenbewegungen wird der
Dipol Auge im elektrischen Feld bewegt und es entstehen an den Elektroden im Wechsel

positive und negative Ausschlage (28) (siehe Abb. 5).
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Abb. 5 Anderung des im EOG abgeleiteten Bestandspotentials in Abhingigkeit von der Augenbewegung
Dargestellt ist der Wechsel zwischen positiven und negativen Ausschldgen je nach Blickrichtung der Augen
(oben: nach rechts, unten: nach links). Die Amplitude des Ausschlags ist abhdngig vom Grad der
Augenbewegung. Standardgemal wird zur Durchfihrung des EOG ein Winkel von jeweils 15° links und rechts
vom Zentrum gewahlt.

(Quelle: (29) Abbildung angelehnt an Shakel B (28))

11
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Das Bestandspotential dndert sich entsprechend den Stoffwechselanforderungen an das
RPE, da diese mit einer erhdhten Chlorid-Leitfahigkeit (Uber die RPE-Basalmembran
einhergehen (30). Somit ldsst sich bei Gesunden wahrend einer initialen 15-mindtigen
Dunkeladaptationsphase ein Abfall und nach dem Wechsel auf eine 15-minUtige Hellphase
nach etwa sieben Minuten ein sogenannter Hellanstieg des Bestandspotentials

beobachten (31) (siehe Abb. 6).
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Abb. 6 Normales EOG
Abnahme des Bestandspotentials wdhrend der Dunkelphase und anschlieBender deutlicher Hellanstieg
wdhrend der Hellphase.

(Quelle: Bach M et Kellner U (32))
Ein reduzierter Hellanstieg im EOG in Abwesenheit von Pathologien im Ganzfeld-
Elektroretinogramm ist dabei charakteristisch flr eine bestimmte hereditdre Makula-

erkrankung: Morbus Best (30, 33—40). Hier dient das EOG neben der genetischen Analyse

als wegweisendes Diagnostikum, insbesondere bei klinisch gesunden Gentrdgern (32).

1.5 Morbus Best

Die Juvenile vitelliforme Makuladystrophie (Morbus Best) wurde erstmals 1905 von dem
deutschen Ophthalmologen Friedrich Best (1871-1965) beschrieben (41). Sie wird
autosomal-dominant mit einer unvollstandigen Penetranz und variablen Expressivitat
vererbt (42, 43). Der Erkrankungsbeginn ist ebenso variabel bis zur sechsten
Lebensdekade, liegt aber in der Regel im Kindes- oder Jugendalter (38, 44-46). Es kommt
zur vermehrten Ablagerung von gelbem Material (Lipofuszin) unter der Netzhaut, welche

wahrscheinlich mit einer gestorten Funktion des RPE einhergeht (47, 48).

12
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Funduskopisch unterscheidet man friihe Stadien, z.B. das pathognomonische vitelliforme
Stadium mit ,eidotterférmigen” zentralen Ablagerungen (siehe Abb. 7 links), von spdteren
Stadien wie dem vitelliruptiven (,rihreiférmigen®, siehe Abb. 7 rechts) oder dem atrophen
Stadium (49). Zudem kann sich insbesondere im atrophen Stadium eine chorioidale
Neovaskularisation ausbilden. Wahrend in friheren Stadien eine Visusminderung noch

ausbleiben kann (50), kommt es in den spédteren Stadien zu reduzierter Sehscharfe, zu

Metamorphopsien und zum Zentralskotom (51).

Abb. 7 Verdnderungen am Augenhintergrund bei Morbus Best
Links: Funduskopischer Befund eines linken Auges bei Morbus Best im Stadium 2 (nach Gass)

mit typischer "eidotterféormiger" Verdnderung. (Quelle: Arora R et al. (52))
Rechts: Funduskopischer Befund eines linken Auges bei Morbus Best im Stadium 4 (nach
Gass) mit "rihreiformiger" Verdanderung. (Quelle: Kovach JL et al. (53))

Wie unter 1.4 beschrieben, ist fir Morbus Best ein reduzierter Hellanstieg im EOG typisch,
es wurden allerdings auch Falle beschrieben, bei denen das EOG trotz Fundusauffallig-
keiten und teils sogar vermindertem Elektroretinogramm keine Pathologien zeigte (45, 54).

In solchen Fallen erweist sich die genetische Untersuchung diagnostisch als hilfreicher.
1.6 Bestrophin-1 und BEST1

Ursdchlich fur die Erkrankung ist eine Mutation im humanen Bestrophin-1-Gen BEST1
(friher: VMDZ2), welches fur das Protein Bestrophin-1 kodiert (42, 43). Bislang wurden
mehr als 200 krankheitsverursachende Mutationen beschrieben (55).

Neben Morbus Best gibt es weitere ,Bestrophinopathien”, also Erkrankungen, welche
durch eine Bestrophin-1-Mutation hervorgerufen werden. Dazu werden die autosomal-
dominante Vitreoretinochoroidopathie (ADVIRC) (56), die autosomal-rezessive
Bestrophinopathie (ARB) (57), die adulte vitelliforme Makuladystrophie (AVMD) (58, 59)
und die Retinopathia pigmentosa (RP) (60) gezahlt.

13
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Das Genprodukt Bestrophin-1 wird innerhalb des Auges nur im RPE exprimiert (61) und es
wird ihm eine duale Funktion zugeschrieben: Es fungiert zum einen als Calcium-abhédngiger
Chlorid-Kanal (62—69), zum anderen reguliert es die intrazelluldre Calcium-Homoostase

und das intrazelluldre Calcium-Signaling in den RPE-Zellen (57, 64, 70-79).

1.7 Calcium-Signaling und der speicherabhangige Calcium-Einstrom (SOCE) im RPE

Intrazellulares Calcium entweder direkt oder in seiner Funktion als sekundarer Botenstoff
gilt wie in allen Zellen auch im RPE als einer der bedeutendsten Regulatoren seiner
Funktionen. Darlber werden wichtige Prozesse wie Phagozytose, transepithelialer lonen-
und Wassertransport, Sekretion und Zelldifferenzierung gesteuert (80—83). Das RPE
exprimiert in diesem Zusammenhang zahlreiche Calcium-Kanale:

Den spannungsabhangigen L-Typ-Calcium-Kanal Cavl.3 (84-87), den Calciumspeicher-
abhéngigen Orail-Kanal (87-89) und die Calcium-leitenden Kationen-Kanale TRPV (90, 91)
und TRPC (92). Die intrazelluldre Calcium-Konzentration resultiert aus einem fein
abgestimmten Zusammenspiel aus transmembranem Calcium-Einstrom Uber plasma-
membranstandige Calcium-Kandle und der Freisetzung aus intrazelluldren Calcium-
Speichern wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER), Mitochondrien, sauren Endosomen
oder Melanosomen (93). Bereits kleine Veranderungen der zytosolischen Calcium-
Konzentration kéonnen starke Auswirkungen auf die zelluldren Funktionen haben. Die
Spezifitdt eines Calcium-Signals fur eine bestimmte Zellfunktion wird durch Amplitude und
zeitlichen Verlauf des Calcium-Signals kodiert. Dieses Muster wird durch die Verwendung
unterschiedlicher lonenkandle und Calcium-Quellen je nach Regulationsmechanismus

erzeugt.

Einer der bedeutendsten Mechanismen des Calcium-Signaling im Allgemeinen,
beschrieben in einer Vielzahl von Zell-Typen, ist der speicherabhangige Calcium-Einstrom
(engl.: store-operated calcium entry, SOCE) (94). Ihm werden eine wichtige Rolle in der
Gen-Expression, im Zellmetabolismus, Zellwachstum und -proliferation, Exozytose u.v.m.
zugesprochen (94-96). Aberrantes Calcium-Signaling infolge einer Stérung des SOCE kann
andererseits Malignomen, wie z.B. Mamma- oder Cervix-Carcinom (97-104), oder
genetischen Erkrankungen zugrunde liegen. Eine Mutation der am SOCE beteiligten

Calcium-Kanal-Untereinheit Orail fuhrt aufgrund gestorter T-Zell-Funktion zur autosomal-

14
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rezessiv. vererbten Immundefizienz-9 (IMD-9) (105) und zur autosomal-dominant

vererbten ,tubular aggregate“ Myopathie (TAM2) (106).

Der SOCE verbindet die beiden Mechanismen des Anstiegs von zytosolischem Calcium,
namlich Einstrom von extrazellular und Freisetzung aus intrazelluldren Speichern:

Die Entleerung intrazelluldrer Calcium-Speicher aus dem endoplasmatischen Retikulum -
physiologischerweise vermittelbar durch eine Vielzahl von Signalkaskaden, wie den
IPs-Signalweg, (ber Ryanodin-Rezeptoren, Thapsigargin-abhangig oder Bafilomycin-
abhéngig (107) - aktiviert einen Calcium-Einstrom in die Zelle Uber zellmembranstandige
speicherabhdngige Calcium-Kandle (SOC (store operated calcium)-Kandle bzw.
CRAC (calcium release activated calcium)-Kanale). Diese Kandle werden allein durch
abfallende Calcium-Konzentrationen im ER, nicht durch zytosolisches Calcium oder andere
Botenstoffe oder Mechanismen aktiviert. Dies trifft auf Orail (benannt nach den ,Horen”,
altgriechisch Hoérai, Gottinnen der griechischen Mythologie, die das geregelte Leben
Uberwachen (105)) als wesentliche porenbildende Untereinheit des CRAC-Kanals zu, mit
Einschrankungen auch auf TRPC-Kandle (107). Die Kommunikation zwischen den
intrazellularen Calcium-Speichern und Orail wird durch das Protein STIM1 (stromal
interaction molecule 1) vermittelt (siehe Abb. 8). STIM1-Proteine befinden sich in der
Membran des ER und &ndern ihre Konformation je nach Calcium-Fillzustand des
intrazellularen Speichers. Hierbei dient ihre ins ER-Lumen ragende Calcium-bindende
EF-Hand-Domane als Calcium-Sensor. Bei einer ausreichenden Fillung der Speicher sind
die STIM1-Proteine homogen Uber die gesamte Membran des ER verteilt, bei einer
Entleerung der Speicher akkumulieren sie an Stellen nahe der Plasmamembran.
Gleichzeitig translozieren auch Orail-Proteine in der Plasmamembran in die Ndhe der
akkumulierten STIM1-Proteine, so dass Orail von STIM1 aktiviert und geo6ffnet werden
kann und der Einstrom extrazellularen Calciums ermoglicht wird. Zusatzlich kann dieser
Calcium-Einstrom auch TRPC-Kandle mit STIM1 in Interaktion treten lassen, so dass der

Calcium-Einstrom verstarkt wird (108).
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CRAC channels

Plasma
membrane

Plasma
membrane

Plasma T
membrane

Abb. 8 Die funktionellen Einheiten des speicherabhingigen Calcium-Einstroms (SOCE): STIM1 und Orail.
Oben: gefillte ER-Calcium-Speicher mit einer homogenen Verteilung von STIM1 in der
ER-Membran und Orail in der Plasmamembran; Mitte: Nach Entleerung der ER-Calcium-
Speicher Translokation von STIM1 in Richtung Plasmamembran-naher Bereiche und von
Orail in Richtung von STIM1; unten: Aktivierung von Orail durch STIM1 mit nachfolgendem
Einstrom von extrazelluldrem Calcium.

(Quelle: Lewis RS (107))
Uber den SOCE-Mechanismus kénnen intrazelluldre Calcium-Speicher wiederaufgefiillt,
verlangerte Calcium-Signale aufrechterhalten und eine konstante Amplitude von

repetitiven Calcium-Oszillationen gewahrleistet werden (89).

Mehrere Arbeitsgruppen konnten auch in retinalen Pigmentepithelzellen einen speicher-
abhangigen Calcium-Einstrom nachweisen (88, 89, 109-111). Ihm werden Funktionen wie
Phagozytose, lonen- und Wassertransport, Sekretion von Zytokinen und Zelldifferenzierung
zugeschrieben (83). Cordeiro et Straul® zeigten durch Experimente an ARPE-19-Zellen
erstmals, dass dieser Calcium-Einstrom Uber eine Stim1/Orail-Interaktion aktiviert wird

(89). Es zeigten sich die fur Orail typische Reduktion der SOCE-Amplitude (um 79%) durch
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den Einsatz von hochdosiertem 2-ABP (75 pM) sowie eine Steigerung durch
niedrigdosiertes 2-APB (2 uM). Bestatigt werden konnten diese Ergebnisse durch Mas et al.
in primaren Schweine-RPE-Zellen, wo eine Blockade von Orail mit 2-APB (75 uM) bzw. die
Behandlung der Zellen mit Orai-1 siRNA zu einer Reduktion der SOCE-Amplitude um 87%
bzw. 65% verglichen mit unbehandelten Zellen fiihrte (88). Orail-Kanéle sind also ganz

mafRgeblich am SOCE in RPE-Zellen beteiligt.

1.8 L-Typ-Calcium-Kandle und ihre Beteiligung am SOCE — Beeinflussung durch

Bestrophin-17?

L-Typ-Calcium-Kanale (LTCC) gehdéren zur Familie der spannungsabhangigen Calcium-
Kanale. Weitere Vertreter der Familie sind P-/Q-, N-, R- und T-Typ-Calcium-Kanéle. Allen
gemeinsam ist neben ihrer Aktivierung durch eine Plasmamembran-Depolarisation der
Aufbau aus einer porenbildenden Untereinheit und weiteren regulatorischen
Untereinheiten (Ausnahme T-Typ: nur porenbildende Einheit). Die Einteilung in eine
Subgruppe erfolgt anhand der porenbildenden alphal-Untereinheit: Cayl.1-1.4 (L-Typ),
Cav2.1 (P-/Q-Typ), Cav2.2 (N-Typ), Cav2.3 (R-Typ) und Cay3.1-3.3 (T-Typ). Innerhalb der
Gruppe der L-Typ-Calcium-Kandle findet sich der Sub-Typ Cayl.l Uberwiegend in
Skelettmuskelzellen, Cay1.2 in Kardiomyozyten und glatter Muskulatur, Cay1.3 im Pankreas
und auch in RPE-Zellen, neuronalen Zellen und Cochlea-Haarzellen und Cavl.4 in retinalen

Zellen und in Mastzellen (112).

Es gibt in der Literatur Hinweise darauf, dass sich neben Orail auch LTCC am SOCE
mafRgeblich beteiligen: T-Zellen von Cayl.4-defizienten Mausen weisen einen
verminderten SOCE verglichen mit T-Zellen von Wildtyp-Mausen auf (113). In
Kardiomyozyten transgener Mause mit einer Uberexpression von STIM1 zeigt sich im Alter
von zwei Monaten eine erhdhte Aktivitat von LTCC vom Cav1.2-Typ (114).

Hingegen l&dsst sich aus einer Arbeit von Hu et al. indirekt ableiten, dass in priméren
Ratten-Osteoblasten, in welchen LTCC vom Cay1.2-Typ vorherrschend vertreten sind (115),
der SOCE von LTCC nicht beeinflusst wird (116): In den Osteoblasten kann Uber erhohte
extrazelluldre Calcium-Konzentrationen ein starker intrazelluldrer Calcium-Anstieg
getriggert werden, welcher zwar durch die SOCE-Blocker 2-APB (25 uM) und BTP-2 nahezu

vollstandig inhibiert wird, sich jedoch unbeeinflusst vom LTCC-Blocker Nifedipin zeigt.
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Bei Ratten-Osteoblasten ist also die Aktivitdt von Orail entscheidend am SOCE beteiligt,

wohingegen LTCC keinen Einfluss auf den SOCE haben.

In anderen Publikationen wird wiederum ein inhibitorischer Effekt von STIM1 auf LTCC
beschrieben: Es wurde von Park et al. und Wang et al. berichtet, dass STIM1 unmittelbar
im Whole cell Patch Clamp die Stromamplituden von Cay1.2-LTCC reduzierte (117, 118),
sowie langfristig zur Internalisierung von Cayl1.2-LTCC fuhrte (118). In beiden Arbeiten
zeigte sich eine Co-Lokalisation von STIM1 und Cay1.2 im Bereich der ER-Plasmamembran-
Junktionen. Nohare et al. bzw. Omilusik et al. postulierten ebenso, dass in T-Lymphozyten
mit starkem T-Zell-Rezeptor-Signaling eine STIM1-Aktivierung zur Inhibition von LTCC vom
Cavl.4-Typ flihre, wohingegen eine schwache T-Zell-Rezeptor-Aktivierung durch fehlende

STIM1-Aktivierung aktivierend auf Cavl.4 und inhibierend auf Orail wirke (119, 120).

Ein erster wichtiger Teilaspekt der vorliegenden Arbeit sollte es sein zu prifen, ob LTCC am

SOCE in RPE-Zellen, stellvertretend in der humanen RPE-Zelllinie ARPE-19, beteiligt sind.

In einem weiteren Schritt sollte in dieser Arbeit beleuchtet werden, inwiefern Bestrophin-1
und Bestrophin-1-Mutanten den SOCE bzw. die Beteiligung von LTCC am SOCE
beeinflussen. Bestrophin-1 wird wie unter 1.6 vermerkt eine Rolle im Calcium-Signaling in
RPE-Zellen zugeschrieben, der exakte Mechanismus ist hierbei jedoch noch nicht
verstanden. Strukturell und funktionell ist ber Bestrophin-1 bekannt, dass es tber seinen
C-Terminus physikalisch mit der beta-Untereinheit von LTCC interagiert (79, 121, 122).
Diese Interaktion reguliert die Zahl der porenbildenden Untereinheiten sowie die Aktivitat
dieser Poren. Ein potentieller Pathomechanismus bei Morbus Best wéare ein durch
Bestrophin-Mutation veranderter SOCE in RPE-Zellen bzw. eine veradnderte Beeinflussung
des SOCE durch LTCC. Es konnte belegt werden, dass die Interaktion zwischen Bestrophin-
1 und LTCC durch eine Mutation von Bestrophin-1 verandert wird (57, 77, 79). Daher war
es auch interessant zu untersuchen, ob mutantes Bestrophin-1 den SOCE bzw. den LTCC-

Anteil am SOCE beeinflusst.

In den folgenden Kapiteln wird die Wahl des eingesetzten Calcium-Kanal-Blockers, der

verwendeten Zelllinie und der untersuchten Bestrophin-1-Mutanten naher erldutert.
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1.8.1 Die Pharmakologie des Dihydropyridin-Derivats (R)-(+)-Bay K 8644

LTCC sind als einzige Vertreter der Familie der spannungsabhangigen Calcium-Kanale
Dihydropyridin-sensitiv. Zur Inhibition von LTCC wurde in dieser Arbeit das Dihydropyridin-
Derivat (R)-(+)-Bay K 8644 eingesetzt. Bei der Wahl der eingesetzten Konzentration sollte
Folgendes beachtet werden: der Cayl1.3-Subtyp, welcher in ARPE-19-Zellen (123) sowie
weiteren RPE-Zelllinien und Primarkulturen aus frisch-isolierten RPE-Zellen (85, 123)
vorherrschend exprimiert wird, weist verglichen mit dem Cayl.2-Subtyp eine relativ
niedrige Sensitivitat gegeniber Dihydropyridinen auf. Es wird hierbei davon ausgegangen,
dass bei Cavl.3-Kanédlen nicht eine verminderte Affinitdt zur Dihydropyridin-Bindetasche
zur verminderten Dihydropyridin-Sensitivitdt fihrt, sondern dass ein noch nicht naher
spezifizierter Mechanismus zugrunde liegt, der Unterschiede in der Spannungs-
abhéngigkeit zwischen Cav1.3 und Cavl.2 beinhaltet (124).

Koschak et. al zeigten, dass durch das Dihydropyridin-Analogon Isradipin Cayl.2-Kanéle zu
100%, Cavl.3-Kanile hingegen nur zu 30-40% inhibiert werden konnten (124). Ahnlich
verhielt es sich bei Engel et al. fir Nifedipin: Zur kompletten Blockade von Cayl.2-Kanélen
waren 100 nM Nifedipin ausreichend, wohingegen sogar eine Steigerung der Dosis auf
10 uM lediglich zur Blockade von 44% von Cayl.3-Kanélen in Mause-Cochlea-Haarzellen
fihrte (125). In einer weiteren Studie inhibierte Nifedipin (10 uM) in duReren Cochlea-
Haarzellen von neonatalen Méausen Cayl.3-Kanéle zu ca. 34% (126). Vergleichbare Werte
ergeben sich fur Nimodipin (10 uM), ndmlich eine Blockade von ca. 40% in Mause-Cochlea-
Haarzellen (125, 127). Lediglich in einer Studie an RPE-J-Zellen konnten geringfligig hohere
Werte von 65% durch 10 uM Nifedipin erreicht werden (77).

Zu beachten ist, dass in diesen Studien die Dihydropyridin-Analoga Nifedipin, Nimodipin,
Isradipin, jedoch nicht (R)-(+)-Bay K 8644 zur LTCC-Blockade eingesetzt wurden. Zur
Sensitivitat von Cayl.3 gegenilber (R)-(+)-Bay K 8644 liegen weniger Studien vor, jedoch
geht auch aus diesen hervor, dass Cayl.3-Kanale durch 10 uM (R)-(+)-Bay K 8644 nur zu
etwa 50% gehemmt werden (128). Der inhibitorische Effekt von (R)-(+)-Bay K 8644 auf
LTCC wurde erstmals 1985 von Franckowiak et al. in Kardiomyozyten und glatten
Muskelzellen, in welchen der Cay1.2-Subtyp vorherrscht, belegt (129) und wurde darauf
folgend in anderen Studien ebenso zur Blockade von Cay1.2-LTCC eingesetzt (130-133). In
seiner racemischen Form (Gemisch seiner Isoformen (R)-(+)-Bay K 8644 und
(S)-(-)-Bay K 8644) ist (+/-)-Bay K 8644 hingegen seit 1983 als Dihydropyridin-Derivat und
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LTCC-Agonist bekannt. Es wurde in vielen Studien eingesetzt, um die Prasenz von LTCC in
verschiedenen Zelltypen und Geweben nachzuweisen (134, 135). Eine Kanalaktivierung
durch (+/-)-Bay K 8644 wird als hochspezifische Eigenschaft von LTCC gesehen (126). So
auch bei Cayl.3-LTCC, wo sich abhdngig vom untersuchten Zelltyp in Patch Clamp-
Experimenten ein Anstieg des Barium-Einwartsstroms (lsa) um das 1,4-fache (primére
Ratten-RPE-Zellen (85)) bis 7,5-fache (tsA-201-Zellen, transfiziert mit der humanen Cav1.3-
alphal-Untereinheit (124)) zeigte (85, 124, 136). Bei Cayl.2-LTCC kommt es ebenso zu
Steigerungen des lonenstroms durch LTCC (137-142). Der Anstieg wurde im Rahmen
dieser Veroffentlichungen nur teilweise quantifiziert, bei Gomez et al. zum Beispiel zeigte
er sich in Ratten-Kardiomyozyten um das 1,9-fache (reife Zellen) bis 2,3-fache (zwei Tage
alte neonatale Zellen) erhéht (137). Das Ausmal der agonistischen Wirkung des Racemats
(+/-)-Bay K 8644 ist folglich eher abhdngig vom Gewebe- und Zell-Typ sowie Zellalter als

vom Cay-Subtyp.

1.8.2 Die humane RPE-Zelllinie ARPE-19

ARPE-19-Zellen sind humane RPE-Zellen, welche 1986 aus den Augen eines gesunden
19-Jahrigen (Todesursache: Schadeltrauma bei einem Verkehrsunfall (143)) isoliert und
durch spontane Immortalisierung zur stabilen Zelllinie herangezliichtet wurden (144). Es
handelt sich um eine spontane Zelllinie eines humanen Spenders, die wesentliche
Eigenschaften des RPE etwa in Bezug auf Polarisierung und Expression von lonen-Kanéalen
und Transportern Uber eine etliche Zahl an Passagen aufrechterhalt (145). Daher hat sie

sich als in-vitro-Modell fir das humane RPE etabliert.

Die ARPE-19-Zelllinie bildet zwar auf DNA-Ebene Bestrophin-1 mRNA, weist aber auf
Proteinebene kein Bestrophin-1 auf (61) und dient somit als RPE-Bestrophin-knock-out-
Model. Hier liegt auch ein bedeutender Vorteil und der Grund, weshalb die ARPE-19-Zellen
als Zellmodel ausgewahlt wurden: Diese ,Bestrophin-leeren RPE-Hillen” eignen sich
besonders gut fiir eine Uberexpressionsstudie zur BEST1-Expression. Uberexpressions-
studien stellen ein effizientes Werkzeug dar, um generelle Hypothesen zu prifen, also ein
,proof-of-principle“ zu erstellen. Zudem besteht in diesen Zellen nach der Transfektion mit
mutanten Bestrophinen keine Co-Existenz von endogenem Wildtyp Bestrophin. Eine
mogliche Interaktion der transfizierten mutanten Bestrophine mit der Wildtyp-Kopie lasst

sich dadurch ausschlief3en.
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1.8.3 Protein-Lokalisation und Protein-Trafficking von Bestrophin-1 Wildtyp und

Mutanten

Marmorstein at al. zeigten im Jahr 2000, dass Bestrophin-1 an der basolateralen Membran
von RPE-Zellen lokalisiert ist (61). Dies konnte in weiteren Veroffentlichungen bestatigt

werden (76, 146—149).

Verdndertes Protein-Trafficking wird als einer der zugrundeliegenden Mechanismen flr
den Funktionsverlust von mutiertem Bestrophin angesehen. Milenkovic et al. untersuchten
die Lokalisation von 13 Bestrophin-1-Mutationen in polarisierten MDCKII-Zellen, einem
etablierten Zellmodel fir Protein-Trafficking-Experimente. Wéhrend die Mehrheit der
Mutanten die Zellmembran nicht erreichte, sondern im Zytosol verblieb, darunter die
Mutationen T6P und F305S, gab es ebenso wenige Mutanten, die zwar an der
basolateralen Membran lokalisiert waren, jedoch nicht effektiv in die Membran integriert
werden konnten. AusschlieRlich die Mutation R218C zeigte sich gut in die basolaterale
Zellmembran integriert und wies dadurch in Hinsicht auf das Protein-Trafficking

vergleichbare Eigenschaften zum Wildtyp-Bestrophin auf (150).

Diese Ergebnisse aus der Arbeit von Milenkovic et al. wurden in der vorliegenden Arbeit
bei der Wahl der in den durchgefiihrten Experimenten eingesetzten Bestrophin-1-
Mutanten berlcksichtigt. Die Mutationen T6P und F305S wurden als Stellvertreter fir
fehlgeschlagenes Protein-Trafficking und die Mutation R218C als Vertreter fir eine
membranstandige Lokalisation ausgewdhlt. Die Mutation F305 nimmt zudem eine

Sonderstellung ein, da sie zu besonders starken Trafficking-Defekte fuhrt.

Ziel der Arbeit war es, nicht nur eine Beeinflussung des SOCE bzw. der LTCC-Beteiligung am
SOCE durch Bestrophin-Mutationen zu untersuchen, sondern in einem weiteren Schritt
etwaige Unterschiede im Ausmald der Beeinflussung je nach eingesetzter Mutation mit

einem unterschiedlichen Protein-Trafficking der Mutanten zu korrelieren.
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2 Material

Tab. 1 Verbrauchsmaterialien

Material

Produkt

Zur allgemeinen Verwendung

Pasteurpipetten (Kalksoda-Klarglas)

PCR 0,2 mL Strip Tubes
Pipettenspitzen 1000 uL
Reaktionsgefal® 200 uL
Reaktionsgefald 1,5 mL
Reaktionsgefall 2 mL Safe-Lock
Zentrifugen-Réhrchen 50 ml

Zentrifugen-Réhrchen 15 ml

Zellkultur
12-Well-Platten

Deckglaser ,,Menzel”, Durchmesser

18 mm
Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturflaschen 25 cm?

Zellkulturplatten 100 x 20 mm

Western Blot
Membran Amersham Hybond-P
Zellspachtel

Immunfluoreszenzmikroskopie

Objekttrager ,ELKA”

Calcium Imaging
Baysilone-Paste, Schlifffett

mittelviskds

Hersteller

Carl Roth GmbH
Thermo Scientific
Sarstedt AG
nerbe plus GmbH
Sarstedt AG
Eppendorf
Corning Inc.

Corning Inc.

Costar, Corning Inc.

Thermo Scientific

SPL Life Sciences Co.

TPP Techno Plastic Products AG
SPL Life Sciences Co.

GE Healthcare
TPP Techno Plastic Products AG

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH&Co

KG “Assistent”

GE Bayer Silicones

Katalognummer

4522.1
SP-0020
70.762
04-010-0100
72.690.001
0030 120.094
430829
430791

3513

CBOO180RA1

70075
90026
20101

RPN303F

99010

2406

1063002
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Tab. 2 Chemikalien, Kit-Systeme, Enzyme und Medien

Material

Produkt

Klonierung

5x Puffer Green GoTaq

10x Puffer fur PfuUltra |l

10x Puffer fiir T4 DNA-Ligase
100x BSA

Agarose NEEO Ultra-Qualitat
beta-Mercaptoethanol
Deoxynukleotid-Mix (dNTP)
Ethidiumbromid-Losung 0,07%
Gelextraktions-Kit ,NucleoSpin
Extract II”

GoTaqg DNA Polymerase

,High Pure” Extraktions-Kit fur
Plasmide

PfuUltra Il Fusion Hotstart DNA-
Polymerase

Plasmid Midi Kit

Quick-Load 2-Log DNA Ladder (0,1 —

10,0 kb)
T4 DNA-Ligase
XL1-Blue Competent Cells

Zeocin (Antibiotikum)

Zellkultur

DMEM/Ham’s F-12 mit L-Glutamin

UltraPure™ 0,5 M EDTA, pH 8,0
Fetal Bovine Serum (FBS)

Natriumbikarbonat 7,5%

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(PBS)

Penicillin/Streptomycin (x100)

(10.000 units/ml Penicillin, 10mg/ml

Streptomycin)
Trypsin-EDTA

Hersteller

Promega Co.

Stratagene

NEB New England BiolLabs
NEB New England BiolLabs
Carl Roth GmbH
Stratagene

NEB New England BiolLabs
AppliChem GmbH
Machery-Nagel GmbH

Promega Co.

Roche Diagnostics GmbH

Strategene

Qiagen
NEB New England BiolLabs

NEB New England BiolLabs
Stratagene

Invitrogen

PAA Laboratories GmbH
Gibco, Invitrogen Co.
Sigma-Aldrich Co.

PAA Laboratories GmbH
PAA Laboratories GmbH

PAA Laboratories GmbH

Sigma-Aldrich Co.

Katalognummer

M7891A
600670-52
B0202S
BS000S
2267.4
210200-43
NO447S
A2273,0005
740609.250

M830A
11 754 785 001

600670-51

12143
NO469S

M0202S
200249
46-0509

E15-813
15575-038
F7524-500ML
$11-002
H15-002

P11-010

L11-003
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Transfektion

Lipofectamine 2000 Reagent

(1 mg/mL)

Opti-MEM | Reduced-Serum Medium
(2X), liquid

Western Blot

Acrylamid-Losung (30%)
beta-Mercaptoethanol

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Magermilchpulver

Methanol

Pierce ECL Western Blotting
Substrate

Protease-Inhibitor ,complete Mini“
Tabletten

Protein-Marker IV peqGOLD

Tween 20 BioChemica

Immunfluoreszenzmikroskopie
Eindeckmedium ,Dako Fluorescent
Mounting Medium*

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Triton X 100

Tween 20 BioChemica

Ziegenserum

Calcium Imaging

(R)-(+)-Bay K 8644

(R)-(+)-Bay K 8644
Calciumchlorid

Calcium D-Gluconat Monohydrat,
Minimum 98%

D(+)-Glucose-Monohydrat

Invitrogen

Gibco, Invitrogen Co.

AppliChem GmbH
Stratagene

Sigma-Aldrich Co.

AppliChem GmbH

Merck KgaA

Thermo Scientific

Roche Diagnostics GmbH

PEQLAB Biotechnologie GmbH
AppliChem GmbH

Dako

Sigma-Aldrich Co.

Carl Roth GmbH

AppliChem GmbH
PAA Laboratories GmbH

Tocris Bioscience
Sigma-Aldrich Co.
Carl Roth GmbH

Sigma-Aldrich Co.

Merck KgaA

Material

11668-019

31985-047

A3626,1000
210200-43
D&537

A0830,1000

1060072500

32106

11 836 153 001

27-2110

A1389,0500

S3023

D8537

3051.3

A1389,0500
B11-035

1545

B132
Al119.1
G4625-1KG

1.08342.1000
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di-Kaliumyhdrogenphosphat-
Trihydrat

Dimethylsulfoxid (DMSQ)
EGTA

fura-2, AM, cell permeant
lonomycin
Kaliumdihydrogenphosphat
Natriumchlorid

Natronlauge

Merck KgaA

Sigma-Aldrich Co.
AppliChem GmbH
Invitrogen Co.
Sigma-Aldrich Co.
Merck KgaA
Merck KgaA
Merck KgaA

Opti-MEM | Reduced-Serum Medium  Gibco, Invitrogen Co.

(1X), liquid

Pluronic F-127 (10% w/v in H,0)

Salzsdure

Thapsigargin

Tab. 3 Ausgangsplasmide

Invitrogen, Co.
Merck KgaA
Sigma-Aldrich Co.

Material

1.05099.1000

41640
A0878,0100
F1221

10634
1.04873.1000
1.06404.1000
1.09137.1000
31985-047

P6866
1.09060.1000
79033

Plasmid

pBudCE4.1

PcDNA3.1-YFP

pcDNA3.1-hbest1WT

pcDNA3-hbest1T6P
pcDNA3-hbest1R218C
pcDNA3-hbest1F305S

Herkunft

Freundlicherweise von Prof. Dr. rer. nat. Bernhard Weber, Institut fiir

Humangenetik, Universitét Regensburg, zur Verfligung gestellt

Freundlicherweise von Prof. Dr. med. Karl Kunzelmann, Institut fir

Physiologie, Universitét Regensburg, zur Verfligung gestellt

Freundlicherweise von Prof. Dr. Alan D. Marmorstein zur Verfiigung

gestellt

Freundlicherweise von Dr. rer. nat. Vladimir Milenkovic zur Verfiigung

gestellt
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Material

Tab. 4 Fr PCR und Sequenzierung verwendete Primer

Primer

Primer fiir PCR
BGH-R
hVMD2-369-F
Sca-YFP-F

T7-F
YFP-Xba-R

Primer flr Sequenzierung

BGH-R
EF-1alpha-F
GFP-R
hbest1-286-F
hVMD2-496-F
pBud-R

T7-F

Sequenz Hersteller

5" TAGAAGGCACAGTCGAGG 3’ Invitrogen

5" AATAAGCCCGAGCCACAGCC 3 Biomers.net GmbH

5" TCAGTACTATG GTG AGC AAG GGC GAG ¥ Eurofins MWG Operon Inc.
5" TAATACGACTCACTATAGG 3’ Biomers.net GmbH

5 TGTTCTAGATTACTTGTACAGCTCGTCC 3’ Eurofins MWG Operon Inc.
5 TAGAAGGCACAGTCGAGG 3’ Invitrogen

5" TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC 3 Invitrogen

5 GGGTAAGCTTTCCGTATGTAGC 3 Invitrogen

5 TGTTGGCTGGCTGAAGGT 3 Biomers.net GmbH

5" CAGGCATAGACACCAAAGAC 3 MWG Biotech AG

Freundliche Gabe von Prof. Dr. rer. nat. Bernhard Weber, Institut fiir Humangenetik,
Universitdt Regensburg, Sequenz unbekannt.

5" TAATACGACTCACTATAGG 3’ Biomers.net GmbH
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Material

Tab. 5 Fir Western Blot und Immunfluoreszenzmikroskopie verwendete Antikdrper unter Angabe der

eingesetzten Konzentrationen

Antikérper Konzentration

Western Blot

Primare Antikérper

anti-Bestrophin Antikorper 1:3000
(Maus monoklonal IgG)

anti-GFP Antikorper 1:2000
(Maus monoklonal IgG)

anti-beta-Actin Antikérper 1:5000
(Maus monoklonal IgG)

Sekunddarer Antikorper

Anti-mouse 1gG, HRP-linked 1:5000

Immunfluoreszenzmikroskopie

Primarer Antikdrper

anti-Bestrophin Antikorper 1:500
(Maus monoklonal IgG)

Sekunddarer Antikorper

Cy3 goat anti-mouse IgG (H+L) 1:500
Antikorper fir Zellkerne

Hoechst 33342, Trihydrochloride, 1:1000
Trihydrate

Hersteller

Abcam

Abcam

Abcam

Cell Signaling Technology

Abcam

Invitrogen

Thermo Scientific

Katalognummer

ab2182

ab291

ab6276

70765

ab2182

A10521

H3570

27



Tab. 6 Gerdte und Software

Material

Produkt

Zur allgemeinen Verwendung
Spektrophotometer
Spektrophotometer-Software
Thermomixer

Vortex Mixer

Vortex Shaker

Waage
Wasserdestillationsgerat
Zentrifuge

Zentrifuge

Klonierung

Geldokumentationssystem

Gelelektrophorese-Vorrichtung

Inkubationsschuttler
Inkubator

PCR Maschine
Spannungsgerat fur
Gelelektrophorese

Zentrifuge

Zellkultur

Inkubator

Mikroskop (invertiert)
Pipettierhilfe (akkubetrieben)
Sterile Werkbank

Vakuum Aspirationssystem

Wasserbad

Zahlkammer (Typ Neubauer)
Zentrifuge (Radius 16,9 cm)

Hersteller

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Eppendorf

Janke und Kunkel IKA Labortechnik
Janke und Kunkel IKA Labortechnik
Kern

Barnstead

Carl Roth GmbH

Eppendorf

Alpha Innotech

LABREPCO

Thermo Electron Corporation
Memmert GmbH & Co. KG
PEQLAB Biotechnologie GmbH

Biometra GmbH

Andreas Hettich GmbH und Co. KG

Thermo Scientific

Olympus Optical Co.
Hirschmann Laborgerate GmbH
HERAsafe, Thermo Scientific
INTEGRA Biosciences
Thermolab, GFL Gesellschaft fir
Labortechnik

A. Hartenstein

Heraeus

Katalognummer/Modell

NanoDrop 1000

NanoDrop 1000 Version 3.8.1
Thermomixer compact

VF2

Vibrax VXR Typ VX7

444-33

D2750

Rotilabo Mini

Centrifuge 5415C

FluorChem FC2
Horizon 11-14
Forma 420 Orbital Shaker

Cyclone Gradient

PS305T

Mikro 220R

HERAcell 150

Olympus CK2-TR

Pipetus

Vacusafe

1083

ZK03

Megafuge 1.0
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Western Blot
Geldokumentationssystem
Mini-PROTEAN Tetra Cell and Mini
Trans-Blot Module
Spannungsgerat fur
Gelelektrophorese

Ultraschallgerat

Immunfluoreszenzmikroskopie
Mikroskop
Imaging System

Software

Software

Calcium Imaging
Kamera
Magnetrihrer

Magnetrihrer

Mikroskop (Invertiertes Fluoreszenz-)

Objektiv

pH-Messgerat

Software

Software

Software

Software

Alpha Innotech
Bio-Rad Laboratories GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

Bandelin electronic GmbH & Co. KG

Zeiss
Visitron Systems GmbH

Visitron Systems GmbH

Open Source Software

Photometrics

Thermo Scientific

Heidolph Instruments GmbH &
Co.KG

Zeiss

Zeiss

Mettler-Toledo Intl. Inc.

Universal Imaging Corporation

Microsoft Corporation

GraphPadSoftware, Inc.

GraphPadSoftware, Inc.

VisiChrome High Speed Polychromator System

Lichtquelle
Shutter

Netzgerat

Visitron Systems GmbH
Ludl Electronic Product Ltd.

Visitron Systems GmbH

Material

FluorChem FC2
165-8029

PowerPac Basic

Axio Observer.Z1
OptiGrid, VisiGRID
VisiVIEW Imaging
Software (Version 2.0.8)
Imagel] fur Mac OS
(Version 1.47b)

CooISNAP EZ
Variomag Poly 15
MR 2002

Axiovert 35

Zeiss Fluar 40x/1.30 Oil
immersion objective
SevenEasy S20 Kit Version
Metafluor, Version 7.1.3.0

Microsoft Excel fur Mac 2011
(Version 14.0.0)

Prism 6 for Mac OS X
(Version 6.0f)

Prism 8 for Mac OS X
(Version 8.0.0 (131))

Xenon Kurzbogenlampe 75W
Mac5000 PS-System
VisiChrome Lamp Power

Supply
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3 Methoden

Um das Ziel dieser Arbeit, die Untersuchung des Einflusses von Bestrophin-1 Wildtyp (WT)
bzw. der entsprechenden Mutanten auf den SOCE und die Beteiligung von LTCC am SOCE
in ARPE-19-Zellen, verfolgen zu konnen, wurde die Methode des Calcium Imaging mit dem
Fluorochrom (Fluoreszenzfarbstoff) Fura-2 gewahlt. Die verwendete Zelllinie ARPE-19 zeigt
keine nachweisbare Prasenz von endogenem Bestrophin-1, weshalb eine Transfektion der
Zellen mit Bestrophin-1 Wildtyp und Mutanten erfolgte. Zur Transfektionskontrolle sollte
eine Co-Expression mit YFP (yellow fluorescent protein) dienen. Weder die Exzitations-
noch die Emissionswellenlange von YFP interferieren mit den Messungen von Fura-2. Es
war zudem notwendig, dass YFP nicht an BEST1 gekoppelt exprimiert wiirde, um das
Trafficking von Bestrophin-1 nicht zu beeinflussen. Daher fiel die Wahl auf einen
bicistronischen Vektor: pBudCE4.1. Western Blot und Immunfluoreszenzmikroskopie

wurden durchgefthrt, um die Co-Existenz von Bestrophin-1 und YFP zu bestatigen.

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Genauere Informationen zu den verwendeten Materialien

|ll

und Geraten werden unter ,,2 Material”“ und im Anhang gegeben.

3.1 Klonierung der bicistronischen Vektoren pBudCE4.1-YFP und pBudCE4.1-YFP-
hbest1(-Wildtyp und Mutanten)

Zunéchst soll das prinzipielle Vorgehen erldutert werden. Im Anschluss werden detaillierte
Hinweise zu den Reaktionsansdtzen und Protokollen gegeben. Die Sequenzen der

verwendeten Primer sind unter Tab. 4 einsehbar.

3.1.1 Prinzipielles Vorgehen

Wie einleitend im Methodenteil beschrieben, wurde als Vektor fir BEST1 und die BEST1-
Mutationen (T6P, R218C, F305S) pBudCE4.1 gewdhlt. Als bicistronischer Vektor hat
pBudCE4.1 die Eigenschaft, dass Uber ihn zwei verschiedene Gene unabhangig
voneinander exprimiert werden kénnen, die daraus entstehenden Genprodukte (Proteine)
also nicht aneinander gekoppelt sind und somit das Protein-Trafficking gegenseitig nicht
beeinflussen. Die Expression beider Gene wird Uber zwei verschiedene Promotoren

induziert, CMV (Cytomegalievirus) und EF-1alpha (Elongationsfaktor-lalpha-Untereinheit),
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und erfolgt simultan. Ist eines der beiden Genprodukte ein fluoreszierendes Protein (in
diesem Fall YFP), lasst sich die Prasenz des anderen Proteins, hier Bestrophin-1 bzw. die
entsprechenden Mutanten, direkt im Fluoreszenzmikroskop ohne vorherige immunzyto-
chemische Farbung nachweisen: zeigt sich eine Fluoreszenz der Zellen, so kann darauf
geschlossen werden, dass auch Bestrophin-1 bzw. die entsprechenden Mutanten
vorhanden sind. Das Protein-Trafficking von Bestrophin-1 (WT bzw. Mutanten) bleibt dabei

von YFP unbeeinflusst.

Als  Ausgangsplasmide dienten pBudCE4.1, pcDNA3.1-YFP, pcDNA3.1-hbest1WT,
pCcDNA3-hbest1T6P, pcDNA3-hbest1R218C und pcDNA3-hbest1F305.

Im ersten Schritt wurde die Klonierung von YFP in pBudCE4.1 vorgenommen. Das
entstehende Konstrukt wird als pBudCE4.1-YFP bezeichnet.

Die Ausgangsplasmide pBudCE4.1 und pcDNA3.1-YFP wurden getrennt voneinander mit
den Restriktionsenzymen Scal und Xbal verdaut, wobei pcDNA3.1-YFP zunachst mittels
PCR-Technik um die Schnittstellen von Scal und Xbal elongiert werden musste (siehe 3.1.2).
Die gewlinschten Restriktionsprodukte (der geschnittene Vektor pBudCE4.1 und das aus
pcDNA3.1-YFP herausgeschnittene Insert YFP) wurden nach Gelelektrophorese gereinigt
(siehe 3.1.4) und ligiert (siehe 3.1.5). Nach Transformation in Escherichia coli (siehe 3.1.6) wurden
sogenannte , Kolonie-PCRs" (siehe 3.1.7) sowie ,,Mini-preps” durchgefiihrt (siehe 3.1.8). Danach
erfolgte das Sequenzieren in Sanger-Technik, um die gewiinschte Sequenz und den Erfolg
der Klonierung zu bestéatigen (siehe 3.1.9). Im Anschluss wurde von einem ausgewaéhlten Klon
eine ,Midi-prep” angesetzt (siehe 3.1.10) und es wurden Glycerin-Stocks zum Konservieren

bei -80°C angelegt (siehe 3.1.11).

Das so entstandene Plasmid pBudCE4.1-YFP diente im Folgenden als Ausgangsplasmid fir
die Klonierungen von BEST1 (WT und Mutanten).

Nach dem oben beschriebenen Prinzip entstanden die Plasmide pBudCE4.1-YFP-hbest1WT,
pBudCE4.1-YFP-hbest1T6P, pBudCE4.1-YFP-hbest1R218C und pBudCE4.1-YFP-hbest1F305S
(als Restriktionsenzyme wurden fir die Klonierung von pBudCE4.1-YFP-hbestIWT Xhol
und Pmel verwendet, fir die Klonierung von pBudCE4.1-YFP-hbest1T6P (bzw. -R218C und
-F305S) Kpnl und Xhol).
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Das Gen fir YFP war in allen Plasmiden mit dem CMV-Promotor fusioniert, die Gene fir

Bestrophin-1 (WT und Mutanten) jeweils mit dem EF-Ialpha-Promotor.

Zuletzt erfolgte zur Bestadtigung der korrekten GroRe der Inserts und somit zur weiteren
Feststellung des Erfolgs der Klonierungen ein Kontroll-Verdau aller Plasmide mit BamHI

(siehe 3.1.12).

Im Folgenden werden alle Einzelschritte genauer erldutert.

3.1.2 PCR zur Erweiterung von pcDNA3.1-YFP um die Schnittstellen von Xbal und Scal

Da das Ausgangsplasmid pcDNA3.1-YFP nicht Uber die Schnittstellen flr die Restriktions-
enzyme Xbal und Scal verflgte, musste es vor dem Verdau zunachst um diese erweitert
werden. Hierfir wurde die PCR-Technik unter Verwendung der Primer Sca-YFP-F und
YFP-Xba-R angewendet. Das verwendete PCR-Programm und der Reaktionsansatz sind
unter Tab. 7 bzw. Tab. 8 einsehbar. Die Sequenzen der eingesetzten Primer werden unter

Tab. 4 angegeben.

Tab. 7 Reaktionsansatz PCR Sca-YFP-F/YFP-Xba-R

10 uL  pcDNA3.1-YFP (0,01 pg/pL)

0,5uL dNTP
5uL  10x Puffer fur PfuUltra |l
1uL PfuUltra Il Fusion Hotstart DNA Polymerase
1l Sca-YFP-F (10 pmol/umol)
1uL  YFP-Xba-R (10 pmol/umol)

31,5 uL  Agua dest.

Tab. 8 PCR-Programm Pfu-Polymerase

Phase Zyklen Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 1x 94°C 5 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 35x 60°C 30 sec
Elongation 72°C 1 min
Finale Elongation 1x 72°C 3 min
Final Hold 1x 4°C
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Im Anschluss erfolgte das komplette Auftragen des Ansatzes zusammen mit je 5pulL
Gelladepuffer auf 1%-iges Agarose-Gel (in TBE mit 10 uL Ethidiumbromid). Nach Elektro-
phorese (60 min, 100 V) wurde die gewinschte Bande (Quick-Load 2-Log DNA Ladder
diente der GréRenbestimmung) mit einem Skalpell unter Beleuchtung mit UV-Licht
ausgeschnitten. Die Reinigung des PCR-Produktes wurde wie unter 3.1.4 beschrieben

durchgefinhrt.

3.1.3 Plasmidverdau und Restriktionsenzyme

Alle Ausgangsplasmide sowie der um die Schnittstellen von Scal und Xbal erweiterte und
gereinigte Pfu-PCR-Ansatz von pcDNA3.1-YFP wurden mit den unter Tab. 10 aufgefiihrten
Restriktionsenzymen im unter Tab. 9 angegebenen Reaktionsansatz fir 2 Stunden bei 37°C
verdaut. Tab. 10 zeigt die verwendeten Restriktionsenzyme mit den zugehorigen

Schnittstellen und Puffern.

Tab. 9 Reaktionsansatz Restriktionsverdau
4 uL  Ausgangsplasmid (1 pg/ulL)
0,5uL 100x BSA
5uL  10x NEB-Puffer
1ulL Restriktionsenzym 1
1uL Restriktionsenzym 2
38,5 uL  Agua dest.
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Tab. 10 Verwendete Restriktionsenzyme mit zugehorigen Schnittstellen, Puffern und den gewinschten
BandengroRen in der Gel-Elektrophorese

Restriktionsenzyme mit Ausgangsplasmid GroRe der Puffer
Schnittstellen gewlinschten

Bande
Scal 5..AGT'ACT...3’ pBudCE4.1 4591 bp NEB2
Xbal 5...T'CT AGA...3’ Pfu-PCR-Ansatz von 724 bp

pcDNA3.1-YFP

Xho!l 5...C’'TC GAG...3’ pBudCE4.1-YFP 5206 bp NEB4
Pmel 5'...GTTT'AAAC...3’ pcDNA3.1-hbest1WT 1786 bp
Kpnl 5"...GGTAC'C...3’ pBudCE4.1-YFP 5302 bp NEB1
Xhol 5'..C'TC GAG...3’ pcDNA3-hbest1T6P 1910 bp

(-R218C, -F305S)

Wie unter 3.1.2 beschrieben, wurden die Ansatze jeweils komplett auf 1%-iges Agarose-Gel
aufgetragen und nach Elektrophorese die jeweils gewiinschten Banden (siehe Tab. 10) unter

Beleuchtung mit UV-Licht ausgeschnitten (4bb. 9).

5000 ---

2000 ---
1000 ---

500 ---

Abb. 9 Plasmidverdaue nach Gelelektrophorese

1: pBudCE4.1, 2: Pfu-PCR-Ansatz von pcDNA3.1-YFP, 3: pBudCE4.1-YFP (Xhol/Pmel),
4: pBudCE4.1-YFP (Kpnl/Xhol), 5: pcDNA3.1-hbestlWT, 6: pcDNA3-hbest1T6P, 7: pcDNA3-
hbest1R218C, 8: pcDNA3-hbest1F305S
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3.1.4 Gelextraktion

Zur Gelextraktion wurden das Set ,,NucleoSpin Extract I (Machery-Nagel) und das darin
enthaltene Protokoll verwendet. Das jeweils ausgeschnittene Gelstlick wurde in NT-Binde-
Puffer (200 uL/100 mg Gel) fiir 10-15 min bei 50°C lysiert und die DNA unter Zentrifugation
(1 min, 11000 g) in einer Saule gebunden. Nach einem Waschschritt mit 600 uL
NT3-Wasch-Puffer (Zentrifugation fir 1 min bei 11000 g) und einem Trocknungsschritt
(Zentrifugation flur 2 min bei 11000 g) wurde die DNA nach 1-minUtiger Inkubation bei

Raumtemperatur in 20 pL Aqua dest. eluiert (Zentrifugation fir 1 min bei 11000 g).

3.1.5 Ligation

Bei der Herstellung des Ligationsansatzes wurde ein etwa dreifacher molarer Uberschuss
der Insert-DNA gegenlber der Vektor-DNA angestrebt. Der unter Tab. 11 angegebene

Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur Gber Nacht inkubiert.

Tab. 11 Reaktionsansatz Ligation

1pulL  Vektor (50 ng/ulL)

3uL Insert (50 ng/ul)

1ul 10x Puffer fir T4 DNA-Ligase
1uL T4 DNA Ligase

4 uL  Aqua dest.

3.1.6 Transformation

Fir die Transformation wurden kompetente Escherichia coli-Bakterien (,XL1-Blue”)
gewidhlt. 100 pL ,XL1-Blue” wurden mit 1,7 pL beta-Mercaptoethanol 10 min lang auf Eis
belassen. Nach Zugabe der DNA (halber Ligationsansatz) folgte eine Inkubation auf Eis fur
weitere 30 min. Nach einem Hitzeschock bei 42°C fir 45 sec wurde der Bakterien-
Ligationsansatz fir weitere 2 min auf Eis belassen. 1 mL von auf 42°C vorgewarmtem
SOC-Medium wurde hinzugegeben und die Bakterien unter Schitteln (160 rpm) 1 h lang
bei 37°C inkubiert. Nach Ausplattieren von 100 plL bzw. 300 uL auf LB-Platten mit Zeocin

wurden diese Uber Nacht bei 37°C belassen.

35



Methoden

Als Negativkontrolle diente eine Transformation von ,XL1-Blue” mit verdautem Vektor bei

ansonsten identischem Prozedere.

3.1.7 Plasmid-Kontrolle durch PCR nach Vermehrung in Escherichia coli (,,Kolonie-PCR")

Es wurden im Anschluss an die Transformation pro Plasmid 10 Bakterien-Kolonien gewahlt
und aufgenommen, diese jeweils in 6 pL LB-Medium mit Zeocin resuspendiert und davon
je 3 uL fir den PCR-Reaktionsansatz verwendet (siehe Tab. 12 und Tab. 13, die Sequenzen der
eingesetzten Primer werden unter Tab. 4 angegeben). Die restlichen 3 pL der Suspension
wurden zum Ansetzen der Vorkulturen fir die ,,Mini-preps” (siene 3.1.8) genutzt. AuRerdem
wurde im gleichen Schritt von jeder ausgewdhlten Kolonie je eine sogenannte Sicherungs-

Platte fUr die schlussendlich folgenden , Midi-preps” (siehe 3.1.10) beimpft.

Tab. 12 Reaktionsansatz “Kolonie-PCR”

Fir pBudCE4.1-YFP Flr pBudCE4.1-YFP-hbest1WT
(-Tep, -R218C, -F305S)
3uL DNA 3uL DNA
0,5uL dNTP 0,5uL dNTP
5uL 5x Puffer Green GoTaq 5uL 5x Puffer Green GoTaq
0,2 UL  GoTaqg DNA Polymerase 0,2 UL  GoTaqg DNA Polymerase
luLl T7-F 1ul hVMD2-369-F
1ul YFP-Xba-R luL BGH-R
14,3 uL  Aqua dest. 14,3 uL  Aqua dest.

Anmerkung zu Tab. 12: Die DNA lag in Form einer Bakterien-Suspension in LB-Medium mit
Zeocin vor. Alle Primer lagen in einer Konzentration von 10 pmol/ulL vor. Als Negativ-
Kontrolle wurde ein Ansatz mit 3 uL Aqua dest. anstelle von DNA hergestellt.
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Tab. 13 PCR-Programm “Kolonie-PCR”

Phase Zyklen Temperatur Zeit
Initiale

1x 94°C 5 min
Denaturierung
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 33x 56°C 30 sec
Elongation 72°C 1 min
Finale Elongation 1x 72°C 3 min
Final Hold 1x 4°C -—

AnschlieRend erfolgte das Auftragen auf 1%-iges Agarose-Gel (in TBE, mit 10 pL
Ethidiumbromid). Nach Elektrophorese (30 min, 100 V) wurden die zu erwartenden
Banden unter UV-Beleuchtung kontrolliert (Quick-Load 2-Log DNA Ladder diente der

GrolBenbestimmung).

3.1.8 ,Mini-preps”

Nach einer Vorinkubation von je 3 pL Bakteriensuspension (siehe 3.1.7) in je 2 mL
LB-Medium mit Zeocin bei 37°C (Inkubationsschittler) Uber Nacht erfolgten die
sogenannten ,Mini-preps” der ausgewahlten Kolonien, also das Isolieren der enthaltenen
Plasmide mit Hilfe des ,High Pure Plasmid Isolation Kit“ (Roche) und des darin enthaltenen

Protokolls.

Der Medium-Uberstand wurde durch Zentrifugation fiir 5 min bei 11000 g entfernt und die
Bakterienpellets in je 250 pL P1-Suspensionspuffer resuspendiert. Je 250 uL P2-Lysepuffer
wurden hinzugefligt und fir 5 min bei Raumtemperatur belassen. Nach Inkubation auf Eis
mit je 350 pL P3-Bindepuffer folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (10 min, 13000 g).
Der Uberstand, welcher die Plasmide enthielt, wurde in einer Sdule erneut zentrifugiert
(13000 g fir 1 min), wodurch die Plasmide gebunden wurden. Nach einem
Zentrifugationsschritt (1 min, 13000 g) mit je 700 uL P5-Waschpuffer und einem
Trocknungsschritt (1 min, 13000 g) wurden die Plasmide mit je 40 puL Aqua dest. fir 1 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend durch Zentrifugation (1 min, 13000 g)

eluiert.
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Nach der DNA-Konzentrationsmessung mittels NanoDrop 1000-Spektrophotometer

wurden alle Plasmide mit Aqua dest. auf eine Konzentration von 1 pg/uL verdinnt.

3.1.9 Sequenzierung

Mit dem Sequenzieren der in den ,,Mini-preps” isolierten Plasmide nach Sanger wurde die
Firma Entelechon GmbH in Bad Abbach beauftragt. Pro Primer-Plasmid-Kombination

wurden folgende Reaktionsgemische an die Firma gesendet:

Tab. 14 Ansatz fir die Sequenzierung

2 uL  Plasmid (1 pg/pL)
1uL Primer
7 uL  Aqua dest.

Alle Primer lagen in einer Konzentration von 10 pmol/uL vor. Die pro Plasmid verwendeten

Primer und deren Sequenzen kbnnen in Tab. 15 bzw. Tab. 4 eingesehen werden.

Tab. 15 Verwendete Primer fir die Sequenzierung

Plasmid Primer

pBudCE4.1-YFP T7-F
pBud-R
GFP-R

pBudCE4.1-YFP-hbest1WT EF-lalpha-F

hbest1-286-F
BGH-R

pBudCE4.1-YFP-hbest1T6P EF-lalpha-F
BGH-R

pBudCE4.1-YFP-hbest1R218C EF-lalpha-F
BGH-R

pBudCE4.1-YFP-hbest1F305S EF-lalpha-F
hVMD2-496-F
BGH-R
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3.1.10 ,Midi-preps”
Nach dem Sequenzieren wurde pro Plasmid eine Kolonie flr die ,Midi-preps” ausgewahlt.

Zunachst wurden, dem Vorgehen bei den ,Mini-preps” entsprechend, Vorkulturen
angesetzt: Die ausgewidhlten Kolonien wurden von den Sicherungs-Platten (siehe 3.1.7)
aufgenommen, damit wurden 4 mL LB-Medium (mit Zeocin) beimpft und bei 37°C fir 8 h
inkubiert (Inkubationsschittler). Der Suspension wurden weitere 100 mL LB-Medium (mit
Zeocin) zugegeben und Uber Nacht bei 37°C auf dem Inkubationsschittler inkubiert

(“Ubernacht-Kulturen”).

Die ,Midi-preps” wurden mit Hilfe des ,Qiagen Plasmid Midi Kit“ und des darin

enthaltenen Protokolls durchgefihrt.

Nach Entfernen des Mediums durch Zentrifugation (15 min, 5500 g, 4°C) wurden die
Bakterienpellets in je 4 mL P1-Puffer resuspendiert, nach Zugabe von 4 mL P2-Puffer fir
5 min bei Raumtemperatur inkubiert und mit 4 mL P3-Lysepuffer auf Eis fir 15 min lysiert.

Ein weiterer Zentrifugationsschritt folgte (45-60 min, 5500g, 4°C) und der Uberstand
wurde durch Filterpapier gefiltert. Eine Saule aus dem Kit wurde mit je 4 mL QBT-
Bindepuffer equilibriert. AnschlieRend wurde diese mit dem gefilterten Lysat beladen und
zweimal mit je 10 mL QC-Waschpuffer gewaschen. Zum Losen der Plasmide von der Saule
wurden je 5 mL QF-Elutionspuffer verwendet. Mit je 3,5 mL Isopropanol wurde die DNA
zum Préazipitieren gebracht, das Pellet nach einem Zentrifugationsschritt (30 min, 5500 g,
4°C) mit je 2 mL 70%-igem Ethanol gewaschen und nach weiterem Zentrifugieren (10 min,
5500 g) der Uberstand entfernt. Die Pellets wurden fir 10 min luftgetrocknet und

schlieRlich mit je 150 uL Aqua dest. resuspendiert.

Nach der DNA-Konzentrationsmessung mittels NanoDrop 1000-Spektrophotometer

wurden alle Plasmide mit Aqua dest. auf eine Konzentration von 1 pg/uL verdinnt.

3.1.11 Glycerin-Kulturen

Zum Konservieren der jeweils fir die ,Midi-preps” gewahlten Kolonien wurden je 800 uL
der “Ubernacht-Kulturen” (siehe 3.1.10) mit je 150 pL 80%-igem Glycerin gemischt und bei
-80°C aufbewahrt.
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3.1.12 Kontrollverdau

AbschlieRend erfolgte zur Bestdtigung der korrekten GrofRe der Plasmid-Inserts und somit
zur weiteren Feststellung des Erfolgs der Klonierungen ein Kontroll-Verdau aller Plasmide
mit BamHI flr 18 h bei 37°C (Reaktionsansatz siehe Tab. 16). Tab. 17 fasst die zu erwartenden

GrofRen der Plasmid-Stiicke zusammen.

Tab. 16 Reaktionsansatz Restriktionsverdau BamH]
1uL  Plasmid-DNA (1 pg/pL)
0,5puL 100x BSA
5uL  10x NEB3-Puffer
luL BamHl
42,5 uL  Aqua dest.

Tab. 17 BamHI-Schnittstelle und die zu erwartenden Banden in der Gel-Elektrophorese

Schnittstelle Ausgangsplasmide Zu erwartende BandengrofRRe
5 G'GATCC 3’ pBudCE4.1-YFP 5315 bp
pBuUdCE4.1-YFP-hbest1WT 4103 bp
2889 bp
pBudCE4.1-YFP-hbest1T6P 3105 bp
(-R218C, -F305S) 2375 bp
1732 bp

Der Ansatz wurde zusammen mit je 5 uL Gelladepuffer auf 1%-iges Agarose-Gel (in TBE,
mit 10 pL Ethidiumbromid) aufgetragen. Nach Elektrophorese (60 min, 100 V) erfolgte die
Kontrolle der zu erwartenden Banden (siehe Tab. 17 und Abb. 10) unter UV-Beleuchtung

(Quick-Load 2-Log DNA Ladder diente der GroRenbestimmung).
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Abb. 10 Kontrollverdau mit BamH]

Es zeigen sich die erwarteten Banden fur pBudCE4.1-YFP (,YFP“: 5315 bp), pBudCE4.1-YFP-
hbestIWT (,WT“: 4103 bp, 2889 bp) und pBudCE4.1-YFP-hbest1T6P bzw. -R218C bzw. -F305S
(,T6P“ bzw. ,R218C"“ bzw. ,F3055“: 3105 bp, 2375 bp, 1732 bp).

Wie im Methodenteil einleitend beschrieben war es erforderlich, die klonierten Plasmide
vor ihrem Einsatz im Calcium Imaging-Experiment daraufhin zu untersuchen, ob sie
tatsdchlich beide Proteine, Bestrophin-1 (WT und Mutanten) und YFP, simultan
exprimierten. Diesem Zweck dienten der Western Blot und die Immunfluoreszenz-
mikroskopie (in den Abschnitten 3.4 und 3.5 beschrieben). Hierzu sowie zur Durchfiihrung
der Calcium Imaging-Experimente wurden ARPE-19-Zellen mit den entsprechenden

Plasmiden transfiziert.
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3.2 Zellkultur von ARPE-19-Zellen

Die ARPE-19-Zellen (bezogen von LGC Standards/ATCC, CRL-2302) wurden in einem
speziellen ARPE-19-Medium (siehe Tab. 18) kultiviert und bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Fir

die Experimente wurden Zellpassagen von P8 bis P20 verwendet.

Tab. 18 Zusammensetzung Kulturmedium fiir ARPE-19-Zellen

500 mL DMEM/Ham’s F-12-Medium mit L-Glutamin
55mL FBS (fetal bovine serum) (entspricht 10%)
5,5mL Penicillin/Streptomycin (x100)

23,3 mL 7,5% Natriumbikarbonat

Zum Splitten der Zellen (etwa alle fiinf Tage) unter sterilen Bedingungen wurde folgendes
Protokoll angewendet: Waschen mit PBS-EDTA (1 mM) fir 30-60 sec, Trypsinieren mit
Trypsin-EDTA flr 3 min, Abstoppen der Reaktion mit Kulturmedium, Zentrifugieren bei
800 g fur 3 min, Resuspendieren mit Kulturmedium. Das erneute Aussaen auf Petrischalen,
Kulturflaschen oder 12-Well-Platten erfolgte nach vorherigem Auszdhlen in der

Zahlkammer.

Das Kulturmedium wurde alle zwei bis drei Tage unter sterilen Bedingungen gewechselt.

3.3 Transfektion von ARPE-19-Zellen

Wie bereits erldutert, wurden die ARPE-19-Zellen mit pBudCE4.1-YFP bzw. pBudCE4.1-YFP-
hbestl (WT bzw. Mutanten) transfiziert.

Bei der Transfektion subkonfluenter Zellen, die fir etwa 24 Stunden auf Deckgldsern von
18 mm Durchmesser in 12-Well-Platten angezichtet worden waren (siehe 3.2), wurde

folgendes Protokoll angewendet:

Es wurden 2 pL Plasmid (1 pg/pL) und 4 uL Lipofectamin (1 pg/pL) jeweils in 500 plL
Opti-MEM | (Angaben gelten pro Well) fir 5 min getrennt bei Raumtemperatur belassen,
dann nach Zusammenfihren beider Losungen fir 20-30 min bei 37°C inkubiert und diese

Mischung anschliefend zu je 1000 uL pro Well verteilt.
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Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C erfolgte der Kulturmediumwechsel auf ARPE-19-

Medium.

36 bis 48 Stunden nach Transfektion wurden die Calcium Imaging-Experimente
durchgefihrt bzw. die Zellen fixiert (Immunfluoreszenzmikroskopie) oder geerntet

(Western Blot).

3.4 Western Blot

36 bis 48 Stunden nach Transfektion wurde jeweils eine Zellzahl, die in etwa der Menge
von zwolf 12-Well-Platten entsprach, mit einem Zellspachtel geerntet. Zur Kontrolle wurde
zusatzlich die gleiche Menge an untransfizierten Zellen geerntet. Die geernteten Zellen
wurden fir 5 min bei 1000 g zentrifugiert, nach Verwerfen des Uberstands mit je 1 mL
kaltem PBS resuspendiert, erneut 5 min lang bei 3000 g und 4°C zentrifugiert und nach
Verwerfen des Uberstands mit je 7,5 ulL des Proteinaseinhibitor-Cocktails ,,Roche complete

mini“ und je 75 pL kaltem PBS resuspendiert.

Es folgte die Messung der Protein-Konzentration mittels NanoDrop 1000-Spektro-

photometer. Dabei ergaben sich Konzentrationen zwischen 1,49 mg/mL und 3,79 mg/mL.

Nach Zugabe von je 1 pL beta-Mercaptoethanol und je 15 uL 6x SDS-Ladepuffer wurden
die Proteinextrakte zum Zerstdren von vorhandener DNA einer Behandlung mit Ultraschall
unterzogen (zweimal 10 sec mit einer Intensitdt von 10-20%). AnschlieRend erfolgte eine

Inkubation fir 3 min bei 90°C.

Nach dem Auftragen von je 25 uL der Proteinextrakte auf ein 10%-iges SDS-Polyacrylamid-
Gel in SDS-Laufpuffer wurden die Proteine in einem Spannungsfeld der GroRe nach
aufgetrennt (80 min, 20 mA). Zum Ablesen der ProteingroRe wurde der Protein-Marker IV

peqGOLD aufgetragen.

Das Blotten auf die Amersham Hybond-P Membran erfolgte in einem Spannungsfeld von

115 mA flr 150 min in Transferpuffer.
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Die Membranen wurden fiir 60 min mit 5%-iger Magermilch (5 g Magermilchpulver in PBS-
Tween) zum Absattigen unspezifischer Bindungsstellen behandelt, dann wurde der primére
Antikorper jeweils in PBS-Tween in einer Verdinnung von 1:3000 (anti-Bestrophin) bzw.
1:2000 (anti-GFP) bzw. 1:5000 (anti-beta-Actin) zugegeben und Uber Nacht bei 4°C

belassen.

Nach dreimaligem Waschen fir je 10 min mit PBS-Tween wurden die Membranen 60 min
lang mit dem sekunddren Antikdrper anti-mouse HRP (1:5000 in 5%-iger Magermilch)

inkubiert.

Die verwendeten Antikdrper sind in Tab. 5 Gbersichtlich dargestellt.

Nach drei Waschschritten zu je 10 min mit PBS-Tween wurden die Membranen in
Entwicklerlosung  gelegt und das entstehende Chemilumineszenzsignal im

Geldokumentationssystem erfasst (wahrend einer 15-minUtigen Belichtungszeit).
Alle Arbeitsschritte an der Blotting-Membran wurden mit Ausnahme der letzten drei

Waschschritte auf dem Vortex-Shaker durchgefiihrt.

3.5 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die auf 18 mm-Deckgldsern gezilichteten Zellen wurden etwa 36 bis 48 Stunden nach
Transfektion (siene 3.3) nach kurzem Waschen mit PBS in 4%-igem Paraformaldehyd fur

10-15 min bei Raumtemperatur fixiert.

Es folgte ein dreimaliges Waschen mit PBS fur je 10 min mit anschlieRendem 40- bis 60-

minltigem Inkubieren in Blockierldsung (Zusammensetzung siehe Tab. 19).

Tab. 19 Zusammensetzung der Blockier- und Antikdrperlésung

Blockierldsung Antikérperldsung
Triton 5% (x100) 1mL 0,2 mL
Ziegenserum ImL 0,2 mL
10x PBS (pH 7,4) 1mL 1mL
Agua dest. 7 mL 8,6 mL
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Im Anschluss wurden die Deckgldaser mit dem priméaren Antikorper anti-Bestrophin (1:500
in Antikdrperlosung;, Zusammensetzung siehe Tab. 19) (ber Nacht bei 4°C behandelt. Auf
drei Waschschritte zu je 10 min mit PBS-Tween (500 plL/L Tween 20 in PBS) folgte die
Zugabe des sekundaren Antikorpers sowie die Farbung der Zellkerne mit dem anti-dsDNA-

Antikérper ,Hoechst 33342“ (1:500 bzw. 1:1000 in Antikdrperldsung) fir ca. 60 min.

Tab. 5 gibt eine Ubersicht Uber die verwendeten Antikdrper.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Tween fiir je 10 min wurden die Deckgldser mit dem

Eindeckmedium Dako auf Objekttrager aufgebracht.

Mit Ausnahme der Behandlung mit dem primaren Antikorper wurden alle Schritte bei

Raumtemperatur ausgefihrt.

Als Negativkontrolle dienten Farbungen, bei denen der sekundére Antikorper allein (ohne
vorherige Behandlung mit primarem Antikorper) aufgetragen wurde. Hiermit sollte die
Spezifitdt des sekundaren Antikorpers bestdtigt werden. Zusatzlich wurde die Spezifitat des
primaren Antikorpers getestet, indem Zellen, die mit pBudCE4.1-YFP transfiziert worden

waren, gegen Bestrophin-1 gefarbt wurden.

Die Betrachtung der Fluoreszenz-Farbung erfolgte am Zeiss Axio Observer.Z1 mit dem
Imaging System VisiGRID von Visitron, die Visualisierung mithilfe der VisiVIEW Imaging
Software. Die verwendeten Exzitations-Wellenldngen lagen bei 488 nm fur YFP und 546 nm

far Cy3/Bestrophin-1. Es wurde eine 40-fache VergroRerung gewahlt.

Die Bildbearbeitung erfolgte mit Imagel (Version 1.47b fir Mac OS).
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3.6 Calcium Imaging
3.6.1 Grundlagen des Calcium Imaging-Experiments

Mit Hilfe des Calcium Imaging konnen intrazelluldre Calcium-Konzentrationen und deren
Anderungen in Abhingigkeit von angewendeten Mandvern und eingesetzten
Kanalblockern visualisiert und gemessen bzw. errechnet werden. Ziel dieser Arbeit war es,
wie bereits beschrieben, den speicherabhdngigen Einstrom von Calcium (SOCE) in
ARPE-19-Zellen und die Beteiligung von LTCC am SOCE zu beurteilen. Dabei sollte naher
untersucht werden, welche Rolle Bestrophin-1 und die entsprechenden Mutanten in

diesem Zusammenhang spielen.

Die Calcium Imaging-Experimente wurden an ARPE-19-Zellen 36 bis 48 Stunden nach
Transfektion (siehe 3.3) mit pBudCE4.1-YFP bzw. pBudCE4.1-YFP-hbestl (WT bzw. Mutanten)

durchgefinhrt.

Die Zellen wurden mit Ringer-Lésung (Zusammensetzung siehe Tab. 20) gewaschen und fir
40 min mit 2 plL Fura-2-AM (1 pg/ul; Endkonzentration: 4 uM) und 2 uL Pluronic
(Endkonzentration: 0,03 uM bzw. 0,04% w/v) in 500 pL Opti-MEM | bei 37°C inkubiert.

Tab. 20 Zusammensetzung Ringer-Lésung

145 mM  NaCl
0,4 mM  KH,PO4
1,6 mM  KoHPOg4
5mM Glucose
1mM MgCl, x 6 H,0
1,3 mM Ca-Gluconat x 1 H,0

pH-Einstellung auf einen Wert von 7,4 mit NaOH bzw. HCI

AnschlieRend wurden die Zellen erneut mit Ringer-Losung gewaschen und fir etwa 20 min

bei Raumtemperatur belassen.

Zur Durchfihrung der Calcium Imaging-Experimente wurde das Deckglas mit Silikon-Paste

an einer Perfusionskammer fixiert, die Kammer auf ein invertiertes Fluoreszenzmikroskop
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aufgesetzt und kontinuierlich in einem Perfusions-Pump-System mit 37°C-warmen

Losungen perfundiert.

Die Zellen wurden in einem ersten Schritt mit Ringer-Losung perfundiert, bis sich die

intrazellularen Calcium-Werte auf ein stabiles Basal-Level einstellten.

Zur passiven Leerung intrazelluldrer Calcium-Speicher wurden die Zellen ca. 2 min mit
Thapsigargin (Endkonzentration 1 uM in Ringer-Losung), einem irreversiblen Inhibitor der
ATPase SERCA (sarco-endoplasmatic reticulum calcium ATPase), behandelt. Es konnte ein

erster Anstieg der Calcium-Konzentration beobachtet werden.

Zur Aktivierung des SOCE wurde wie folgt vorgegangen:

Durch Perfusion mit einer Calcium-freien Losung (Zusammensetzung siehe Tab. 21) wurde
den Zellen passiv Calcium aus dem Intrazelluldrraum entzogen. Nach 2 min erfolgte die
Umstellung auf Ringer-Losung. Es konnte nach etwa 60 sec ein stark erhohter
Calcium-Anstieg beobachtet werden, welcher weit Uber das Basal-Level hinausging und

dem SOCE entsprach.

Tab. 21 Zusammensetzung Calcium-freie Losung

125mM  NaCl

0,4 mM  KH,PO4

1,6 mM  KoHPOg4
5mM Glucose
1mM MgCl, x 6 H,0

45 mM  EGTA

pH Einstellung auf einen Wert von 7,4 mit NaOH bzw. HCI

Da neben dem Ausmal} des SOCE auch eine Abnahme desselben durch den Einsatz eines
LTCC-Blockers beurteilt werden sollte, mussten etwaige natirliche Schwankungen des
SOCE zwischen verschiedenen Einzelexperimenten ausgeschaltet werden. Daher wurde ein
sogenanntes , Doppel-Paradigma® eingesetzt, also ein zweimaliges Ausldsen des SOCE
direkt hintereinander in derselben Zellgruppe, zundchst ohne und dann mit Einsatz eines

LTCC-Inhibitors.
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Nachdem die Zellen nach dem ersten Auslésen des SOCE (SOCE1) in ein stabiles
Calcium-Level zurlickkehrten, wurden sie erneut mit Calcium-freier Losung flr 2 min
perfundiert, gefolgt von Ringer-Losung. Dies fiihrte nach etwa 60 sec zu einem zweiten
SOCE (SOCE 2). Bei den Kontroll-Experimenten wurde beide Male Ringer-Losung
verwendet, bei den Experimenten mit Blockierung von LTCC wurde nur beim ersten
Provozieren des SOCE1 Ringer-Losung verwendet, beim Provozieren des SOCE2 Ringer-

Losung angereichert mit dem LTCC-Blocker (R)-(+)-Bay K 8644 (Endkonzentration 10 uM).

Durch dieses Manover (Doppel-Paradigma) konnte SOCE2 unter Kanalblockade direkt mit

SOCE1 ohne Blockade innerhalb derselben Zellen verglichen werden.

Zur Kalibrierung, welche fir die Berechnung der intrazelluldren Calcium-Konzentrationen
notwendig war, wurden die Zellen am Ende des Experiments erst mit Calcium-freier
(+ EGTA) und dann mit stark Calcium-gesattigter Ringer-Losung (3,3 mM CaCly) — jeweils

angereichert mit 5 uM des lonophors lonomycin — perfundiert.

Abb. 11 veranschaulicht die Abfolge der eingesetzten Losungen.
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400 TG Bay K 8644 ]
Ca?- frei Ca?-frei Ca®*-frei | [ Ca?*-reich
+ lono + lono
s 300 1
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Abb. 11 Abfolge der eingesetzten Lésungen im Calcium Imaging-Experiment

Nach initialer Perfusion mit Ringer-Ldésung zum Erreichen eines stabilen Basal-Calcium-
Levels folgte die Inhibierung von SERCA mit Thapsigargin (TG), was zu einem ersten Anstieg
der intrazelluldaren Calcium-Konzentration fihrte. SOCE wurde zweimalig hintereinander
ausgelost: auf Calcium-freie Losung folgte jeweils Ringer-Losung (beim zweiten Mal mit oder
ohne den LTCC-Blocker (R)-(+)-Bay K 8644). Die zur Berechnung der Calcium-Konzentratio-
nen notwendige Kalibrierung erfolgte mit Calcium-freier Losung (mit EGTA und lonomycin)
und Calcium-reicher Losung (3,3 mM CaCl2 und lonomycin).
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Um zu erldutern, wie die endgultigen Calcium-Werte berechnet wurden, soll zunachst das

Prinzip des Calcium Imaging erklart werden:

Fura-2-AM, die Substanz, mit der die Zellen vor dem Experiment inkubiert werden, ist ein
Fettsdure-Esther des Fura-2, der membrangangig ist und nach Aufnahme durch die
Zellmembran von intrazelluldren Esterasen gespalten wird. Das entstehende Produkt
Fura-2 ist nicht mehr zellmembran-permeabel und wird in der Zelle angereichert. Es bindet
als Calcium-Chelator sehr selektiv Calcium und kann von Licht im UV-Bereich dazu angeregt
werden, selbst Licht zu emittieren, also zu fluoreszieren. Die Fluoreszenz-Intensitat
(gemessen bei einer Emissionswellenlange von 510 nm) ist dabei zum einen abhangig von
der aktuellen intrazelluldren Calcium-Konzentration der beobachteten Zelle und zum
anderen von der Wellenlange des exzitierenden Lichts (151). Diese Abhangigkeit wird in

Abb. 12 dargestellt.

A Em =510 nm
39.8 uM free Ca**

Fluorescence excitation

I T
250 300 350 450
Wavelength (nm)

Abb. 12 Fluoreszenz-Exzitationsspektrum von Fura-2
Dargestellt wird die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Exzitationswellenlange
sowie von der intrazelluldren Calcium-Konzentration (Em = Emissionswellenldnge).

(Abbildung angelehnt an Grynkiewicz G et al. (151))
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Die Fluoreszenz-Intensitdten bei Anregung mit Licht der Wellenlange 340 nm bzw. 380 nm
werden im Folgenden mit W1 bzw. W2 bezeichnet. Das anregende Licht wurde mithilfe
des ,VisiChrome High speed Polychromator Systems” in Abstanden von 3 sec mit 340 nm
bzw. 380 nm kurz hintereinander (0,5-sec-Intervall) erzeugt, W1 und W2 jeweils von einer
Kamera detektiert, die Daten an einen Computer weitergeleitet und dann ins Verhéltnis
zueinander gesetzt und mit Graphen visualisiert (Software Metafluor): Der so ermittelte

Quotient W1/W2 wird im Folgenden mit R (,,Ratio”) bezeichnet (siehe Abb. 13 (A),(B)).

Um von der zu einem bestimmten Zeitpunkt gemessenen Ratio R auf die entsprechende
tatsachliche intrazelluldre Calcium-Konzentration schlieBen zu kdénnen (siehe Abb. 13 (C)),
muss wie weiter oben beschrieben eine Kalibrierung durchgefiihrt werden, bei der die

minimale sowie die maximale Sattigung von Fura-2 ermittelt werden.

Aus den Daten von W2: (W2 unter Calcium-freien Bedingungen), W2, (W2 unter stark
Calcium-gesattigten Bedingungen) und Ratio R kénnen Uber folgende Formel nach
Grynkiewicz die tatsdchlichen intrazelluldren Calcium-Konzentrationen [Ca®']; berechnet

werden (151):
[Caz+]i: Kd*(R‘Rm/’n) / (Rmax‘R)*WZf/WZb

Mit Ky wird die Dissoziations-Konstante von Fura-2 bezeichnet.
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Abb. 13 Fluoreszenzintensitaten, Ratios und Calcium-Konzentrationen im Calcium Imaging-Experiment

Die Fluoreszenzintensitaten bei Anregung mit Licht der Wellenldange 340 nm (W1) bzw. mit
380 nm (W2) werden detektiert (A) und ins Verhaltnis zueinander gesetzt: W1 /W2. Dieser
Quotient wird als Ratio R bezeichnet (B). Uber die Grynkiewicz-Formel lassen sich die
tatsachlichen Calcium-Konzentrationen errechnen (C).
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Mit SOCE1 bzw. SOCE2 wird [Ca?*]socer bzw. [Ca?*]soce2 , also die Differenz der
intrazellularen Calcium-Konzentrationen zwischen dem maximalen Ausschlag wahrend des
SOCE und dem Calcium-Basal-Level bezeichnet.

Die im Ergebnisteil jeweils in Prozent angegebene Abnahme von SOCE2 im Vergleich zu

SOCE1 wurde folgendermalien berechnet:

( [Ca**]socer — [Ca**]soce2 ) / [Ca**]socer

Zur Veranschaulichung dient Abb. 14.
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Abb. 14 Graphische Darstellung von [Ca**]socer und [Ca?*]soce2

Mit [Ca?*]soce1 bzw. [Ca?*]soce2 wird die Differenz zwischen dem maximalen Ausschlag des
ersten bzw. zweiten SOCE und dem basalen Calcium-Level [Ca?*]pasal bezeichnet

Die Differenz dieser beiden Werte wird ins Verhéaltnis zu [Ca?*]soce1 gesetzt und dies mit
,Abnahme um x%“ beschrieben.

Jedes Experiment wurde (mit Ausnahme der unter 4.3.1 beschriebenen Kontroll-
Experimente) zeitgleich an transfizierten und untransfizierten ARPE-19-Zellen
durchgefiihrt, da die Transfektionsrate bei etwa 20-30% lag. Somit dienten in jedem

Experiment die jeweils untransfizierten Zellen als direkte Kontrollen.

Die Unterscheidung zwischen transfizierten und untransfizierten Zellen erfolgte vor Beginn
des eigentlichen Calcium Imaging-Experiments durch Beleuchtung der Zellen mit Licht der
Wellenldnge 514 nm (= Exzitationswellenlange von YFP) (siehe Abb. 15). AusschlieRlich in
transfizierten Zellen waren YFP und folglich auch Bestrophin-1 (WT oder Mutanten)

vorhanden (siehe 4.1).
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Abb. 15 Zellen im Calcium Imaging-Experiment

(A) zeigt alle Zellen eines Experiments, welche Fura-2 enthalten. (B) Durch Exzitation von
YFP leuchten nur diejenigen Zellen auf, die YFP und folglich auch Bestrophin-1 (WT bzw.
Mutanten) enthalten. Transfizierte Zellen wurden in (A) hervorgehoben.

3.6.2 Statistische Auswertung der Calcium Imaging-Experimente

Calcium-Konzentrationen, Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts (standard error

|ll

of the mean, SEM) wurden in ,Microsoft Excel” berechnet.

Die Durchfihrung des parametrischen t-Tests nach Student zur Feststellung von
Signifikanzen bei unabhingigen Stichproben erfolgte in ,GraphPad Prism 6.

Der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test flr unabhdngige Stichproben und der
parametrische t-Test flr abhangige Stichproben bzw. der nicht-parametrische Vorzeichen-
Rang-Test nach Wilcoxon filir abhdngige Stichproben wurden in ,, GraphPad Prism 8“ zur
Signifikanztestung verwendet. Die Prifung auf Normalverteilung (parametrisch vs. nicht-

parametrisch) erfolgte dabei mittels Shapiro-Wilk-Test.

Die Signifikanzgrenze lag bei p = 0,05 (Darstellung in den Diagrammen: p < 0,05: %,
P<0,01:** p<0,001: ***),

Jedes Calcium Imaging-Experiment wurde mindestens dreimal ausgefihrt, fir die
Berechnungen standen Daten von jeweils mindestens n=12 Zellen zur Verfligung

(Ausnahme: Experiment ,,F3055“, n=7).

Die Ergebnisse werden im Ergebnisteil als Mittelwert £ SEM prasentiert.

Flr die Anfertigung von Graphen und Diagrammen wurde ,,GraphPad Prism 6“ verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis von Bestrophin-1 (Wildtyp und Mutanten) und YFP in ARPE-19-

Zellen mittels Western Blot

Mittels Western Blot wurde geprift, ob nach Transfektion der ARPE-19-Zellen die im
Rahmen dieser Arbeit klonierten Plasmide die gewilnschten Proteine exprimierten und ob
sich in mit pBudCE4.1-YFP-hbestl (WT und Mutanten) transfizierten Zellen beide

Proteinbanden (fir YFP und fir Bestrophin-1) deutlich nachweisen lieRen.

Die Farbung des ubiquitdr vorkommenden zytoskeletalen ,house-keeping“ (konstitutiv auf
hohem Level exprimierten) Proteins R-Actin diente dabei als Positivkontrolle. Zellen, die

keiner Transfektion unterzogen worden waren, dienten als Negativkontrolle.

R-Actin  konnte in jeder Zellgruppe deutlich dargestellt werden (erfolgreiche
Positivkontrolle). In den mit pBudCE4.1-YFP transfizierten Zellen zeigte sich eine
Proteinbande fir YFP, jedoch keine Bande fir Bestrophin-1. In den mit pBudCE4.1-YFP-
hbestl (WT und Mutanten) transfizierten Zellen konnte sowohl YFP als auch Bestrophin-1
nachgewiesen werden. Die untransfizierten ARPE-19-Zellen zeigten lediglich eine Prasenz
von [-Actin in Abwesenheit von YFP oder Bestrophin-1 (erfolgreiche Negativkontrolle)

(siehe Abb. 16).

In Zellgruppen, bei denen YFP verhiltnismaRig schwach zum Vorschein kam, war die
Bestrophin-1-Bande dennoch deutlich erkennbar, so dass man von der Prasenz von YFP auf

eine sichere Prasenz von Bestrophin-1 schlieen darf.
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Abb. 16 Western Blot zur Proteindetektion von Bestrophin-1, YFP und B-Actin

Es zeigen sich die erwarteten Banden. ,keine TF“ (TF=Transfektion): untransfizierte ARPE-
19-Zellen zeigen lediglich ein Vorhandensein des house-keeping-Proteins R-Actin. ,YFP“: mit
pBudCE4.1-YFP transfizierte ARPE-19-Zellen weisen zusatzlich YFP auf. ,WT“, ,T6P“,
,R218C"“, ,F305S“: nach Transfektion mit pBudCE4.1-YFP-hbest1WT, -T6P, -R218C
bzw. -F305S lassen sich sowohl R-Actin als auch YFP und Bestrophin-1 nachweisen.

Anmerkung: Dies ist eine Zusammenstellung mehrerer gesplitteter Western Blots. Die
Originalblots kénnen im Anhang eingesehen werden.

4.2 Nachweis der Lokalisation von Bestrophin-1 (Wildtyp und Mutanten) in

ARPE-19-Zellen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie diente zum Nachweis, dass in mit pBudCE4.1-YFP-
hbestl (WT und Mutanten) transfizierten Zellen Bestrophin-1 und YFP gleichzeitig

vorlagen, sowie zur Bestimmung der Lokalisation von Bestrophin-1 (WT und Mutanten).

Zunéachst konnte die Spezifitat der primaren und sekundaren Antikdrper bestdtigt werden.
Die Negativkontrollen (sekundérer Antikorper anti-mouse ohne vorherige Behandlung mit
primdarem Antikbrper und anti-Bestrophin-1-Antikérper gegen Zellen, die mit
pBudCE4.1-YFP transfiziert worden waren) zeigten keine eindeutige Farbung der Zellen

(Abbildung wird nicht gezeigt).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass YFP und Bestrophin-1 (WT und Mutanten)
innerhalb einer Zelle immer zugleich vorlagen (Beispielzelle siehe Abb. 17). YFP wurde in

keiner Zelle ohne die gleichzeitige Préasenz von Bestrophin-1 detektiert und vice versa.
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Abb. 17 Lokalisation von Bestrophin-1 und YFP in derselben Zelle am Beispiel einer mit
pBudCE4.1-YFP-hbest1WT transfizierten ARPE-19-Zelle
In Rot ist Bestrophin-1 WT dargestellt (A), in Grin YFP (B).

Es wurde in einem weiteren Schritt die Membranstandigkeit von Bestrophin-1 WT bzw.
Mutanten beurteilt. Lediglich flr Bestrophin-1 WT konnte eine anteilige Membran-
standigkeit vermerkt werden, die mutanten Bestrophine waren ausschliefSlich im Zytosol

lokalisiert (siehe Abb. 18).

C

Abb. 18 Beurteilung der Proteinlokalisation von Bestrophin-1 in ARPE-19-Zellen nach Transfektion mit
pBudCE4.1-YFP-hbest1WT, -T6P, -R218C bzw. —F305S

Bestrophin-1 WT (A) zeigt eine anteilige Membranstiandigkeit, wohingegen die mutanten
Bestrophine T6P (B), R218C (C) und F305S (D) im Zytosol lokalisiert sind.

56



Ergebnisse

4.3 SOCE und die Beteiligung von L-Typ-Calcium-Kandlen am SOCE in
ARPE-19-Zellen mit und ohne Bestrophin-1 Wildtyp und Mutanten im

Calcium Imaging-Experiment

4.3.1 SOCE und die Beteiligung von L-Typ-Calcium-Kanalen am SOCE in untransfizierten
ARPE-19-Zellen

Zunachst wurde eruiert, in welchem Ausmald sich LTCC am SOCE in untransfizierten

ARPE-19-Zellen beteiligen.

4.3.1.1 SOCE in untransfizierten ARPE-19-Zellen

Wie im Methodenteil (3.6.1) beschrieben, wurde der SOCE pro Experiment in einem
Doppel-Paradigma zweimal hintereinander aktiviert. In spdteren Durchgdngen, bei denen
wahrend des zweiten SOCE (SOCE2) Kanalblocker zum Einsatz kamen, sollte SOCE2 im
Verhéltnis zum ersten SOCE (SOCE1), bei welchem Ringerlésung ohne Inhibitoren
verwendet wurde, beurteilt werden (zum Manover und zur Begrifflichkeit von SOCE1 bzw.
SOCE2 siehe 3.6.1). Daher war es notwendig, im Vorhinein SOCE2 ohne den Einsatz von
Kanalblockern zu beurteilen, um auszuschlielRen, dass dieser grundsatzlich verandert und

somit nicht mehr vergleichbar war.

Das zweimalige Aktivieren des SOCE in untransfizierten ARPE-19-Zellen erbrachte
folgendes Ergebnis: SOCE1 lag bei 169,91 + 20,76 nM, SOCE2 bei 167,97 + 14,17 nM (n=15,
p=0,86; Abb. 19). Da sich die Werte fir SOCE1 und SOCE2 nur unwesentlich voneinander
unterschieden, konnte in den darauf folgenden Experimenten, die den Einsatz von

Kanalblockern beinhalteten, SOCE2 im Verhaltnis zu SOCE1 direkt beurteilt werden.
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Abb. 19 SOCE im Doppel-Paradigma ohne Kanalblocker in untransfizierten ARPE-19-Zellen
(A) Verlauf der Calcium-Konzentrationen wdahrend eines Experiments am Beispiel einer
untransfizierten ARPE-19-Zelle: Der erste Anstieg entspricht dem Anstieg der intrazelluldren
Calcium-Konzentration nach Applikation von Thapsigargin, der zweite bzw. dritte Anstieg
dem SOCE1 bzw. SOCE2 (B) SOCE1 und SOCE2 zeigen im Vergleich keinen Unterschied.

4.3.1.2 Beteiligung von L-Typ-Calcium-Kandlen am SOCE in untransfizierten

ARPE-19-Zellen

Um feststellen zu konnen, in welchem Ausmaf sich LTCC am SOCE in ARPE-19-Zellen
beteiligen, wurde der selektive LTCC-Inhibitor (R)-(+)-Bay K 8644 verwendet. Das Doppel-
Paradigma wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrt: Beim ersten Aktivieren des SOCE
(SOCE1) kam Ringer-Losung zum Einsatz, beim zweiten Aktivieren von SOCE (SOCE2)
10 uM (R)-(+)-Bay K 8644 (in Ringer-Losung). SOCE2 (85,21 * 4,29 nM) war gegenlber
SOCE1 (140,48 + 5,96 nM) deutlich reduziert: Es zeigte sich eine Abnahme um
38,43 +1,90% (n=79, p<0,001; Abb. 20).
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Abb. 20 SOCE im Doppel-Paradigma mit dem LTCC-Blocker (R)-(+)-Bay K 8644 in
untransfizierten ARPE-19-Zellen

(A) Verlauf der Calcium-Konzentrationen wdahrend eines Experiments am Beispiel einer
untransfizierten ARPE-19-Zelle: Der erste Anstieg entspricht dem Anstieg der intrazelluldren
Calcium-Konzentration nach Applikation von Thapsigargin, der zweite Anstieg dem SOCE1
und der dritte Anstieg dem SOCE2 unter Inhibition von LTCC mit (R)-(+)-Bay K 8644.
(B) SOCE1 und SOCE2 zeigen im Vergleich einen hochsignifikanten Unterschied (p<0,001).
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4.3.2 Einfluss von Wildtyp Bestrophin-1 auf den SOCE und auf die Beteiligung von
L-Typ-Calcium-Kanalen am SOCE in ARPE-19-Zellen

Dieser Abschnitt widmet sich der Fragestellung, ob Bestrophin-1 den SOCE oder die
Beteiligung von LTCC am SOCE in ARPE-19-Zellen beeinflusst.

Um eine etwaige Beeinflussung des SOCE oder der Beteiligung von LTCC am SOCE durch
das Transfektionsprozedere per se auszuschliefen, wurden die bisher beschriebenen
Experimente zunachst an mit pBudCE4.1-YFP transfizierten ARPE-19-Zellen wiederholt und
die jeweiligen Ergebnisse mit den Ergebnissen aus den Experimenten mit untransfizierten

Zellen verglichen.

Erst dann sollten die Experimente an mit pBudCE4.1-YFP-hbestIWT transfizierten

ARPE-19-Zellen durchgefiihrt werden.

4.3.2.1 Einfluss der Transfektionsprozedur auf den SOCE und auf die Beteiligung von
L-Typ-Calcium-Kanalen am SOCE in ARPE-19-Zellen

Zunachst wurden im Doppel-Paradigma die jeweils ersten SOCEs aller mit pBudCE4.1-YFP
transfizierten Zellen verglichen mit den jeweils ersten SOCEs der untransfizierten Zellen
desselben Experiments (direkte Kontrollen). Dabei konnte kein signifikanter Unterschied
(p=0,13, Abb.21) festgestellt werden: 119,06 * 7,23 nM (Transfektion mit pBudCE4.1-YFP,
n=41) vs. 141,42 + 10,88 nM (keine Transfektion, n=39).
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Abb.21 Einfluss der Transfektionsprozedur auf den SOCE
Der SOCE in mit pBudCE4.1-YFP transfizierten Zellen zeigt sich nicht-signifikant verandert
zum SOCE in untransfizierten ARPE-19-Zellen.
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Wie bereits bei untransfizierten ARPE-19-Zellen beobachtet werden konnte, zeigte sich in
den Kontrollexperimenten ohne Kanalblocker auch nach Transfektion mit pBudCE4.1-YFP
SOCE2 mit 106,35 + 12,26 nM im Vergleich zu SOCE1 mit 99,76 = 11,20 nM nur

unwesentlich verandert (n=15, p=0,16, Abb. 22).
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Abb. 22 SOCE im Doppel-Paradigma ohne Kanalblocker in ARPE-19-Zellen nach Transfektion mit
pBudCE4.1-YFP

(A) Verlauf der Calcium-Konzentrationen wahrend eines Experiments am Beispiel einer mit
pBudCE4.1-YFP transfizierten ARPE-19-Zelle: Der erste Anstieg entspricht dem Anstieg der
intrazelluldren Calcium-Konzentration nach Applikation von Thapsigargin, der zweite bzw.
dritte Anstieg dem SOCE1 bzw. SOCE2 (B) SOCE1 und SOCE2 zeigen im Vergleich keinen
signifikanten Unterschied.

Zur Uberprifung der Beteiligung von LTCC am SOCE in mit pBudCE4.1-YFP transfizierten
Zellen wurde das bereits beschriebene Doppel-Paradigma unter Einsatz des LTCC-Blockers
(R)-(+)-Bay K 8644 wihrend des zweiten SOCE durchgefihrt. SOCE1 lag bei
130,19 + 8,83 nM, wohingegen sich SOCE2 unter 10uM (R)-(+)-Bay K 8644 mit
74,18 7,14 nM deutlich reduziert zeigte. Dies entsprach einer Abnahme um

44,43 +2,81% (n=26, p<0,001, Abb. 23).
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Abb. 23 SOCE im Doppel-Paradigma mit dem LTCC-Blocker (R)-(+)-Bay K 8644 in ARPE-19-Zellen nach Trans-
fektion mit pBudCE4.1-YFP

(A) Verlauf der Calcium-Konzentrationen wahrend eines Experiments am Beispiel einer mit
pBudCE4.1-YFP transfizierten ARPE-19-Zelle: Der erste Anstieg entspricht dem Anstieg der
intrazelluldaren Calcium-Konzentration nach Applikation von Thapsigargin, der zweite Anstieg
dem SOCE1 wund der dritte Anstieg dem SOCE2 unter Inhibition von LTCC mit
(R)-(+)-Bay K 8644. (B) SOCE1 und SOCE2 zeigen im Vergleich einen hochsignifikanten

Unterschied (p<0,001).

Ebenso wenig hatte die Transfektion per se einen Einfluss auf das Ausmal® der Inhibition
von LTCC durch (R)-(+)-Bay K 8644. Der Vergleich der prozentualen Abnahmen des SOCE
bei Applikation von (R)-(+)-Bay K 8644 zwischen mit pBudCE4.1-YFP transfizierten
(44,43 + 2,81%, n=26) und untransfizierten Zellen (38,43 + 1,90%, n=79) zeigte keinen

signifikanten Unterschied (p=0,11, Abb.24).
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Abb.24 Einfluss der Transfektionsprozedur auf die Beteiligung von LTCC am SOCE
Vergleich der prozentualen Abnahme des SOCE durch Blockade mit (R)-(+)-Bay K 8644 in
ARPE-19-Zellen nach Transfektion mit pBudCE4.1-YFP mit untransfizierten ARPE-19-Zellen

4.3.2.2 Einfluss von Wildtyp Bestrophin-1 auf den SOCE und auf die Beteiligung von

L-Typ-Calcium-Kanalen am SOCE in ARPE-19-Zellen

Vor dem Hintergrund, dass die Transfektionsprozedur per se keinen Einfluss auf den SOCE

oder die Beteiligung von LTCC am SOCE hatte, konnte nun der Einfluss von Bestrophin-1 in
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diesem Zusammenhang beurteilt werden. Hierzu wurden ARPE-19-Zellen mit pBudCE4.1-

YFP-hbest1WT transfiziert.

Die Calcium Imaging-Experimente zeigten, dass SOCE1 in diesen Zellen bei
164,05 + 18,61 nM lag und unwesentlich verandert war im Vergleich zu den direkten
Kontrollen desselben Experiments, welche einen SOCE1 von 162,43 + 13,94 nM (n=13)

aufwiesen (in Abbildung nicht dargestellt).

Durch den Einsatz von 10 uM (R)-(+)-Bay K 8644 zeigte sich ein deutlich reduzierter SOCE2:
Wahrend SOCE1 (ohne Applikation von Blockern) bei 164,05 + 18,61 nM lag, betrug SOCE2
92,09 £ 13,43 nM, hatte im Vergleich zu SOCE1 durch die Inhibition von LTCC also um

+

45,53 + 5,10% abgenommen (n=12, p<0,001, Abb. 25 (B)). Diese Abnahme zeigte sich im

+

Vergleich zu den Ergebnissen aus den Experimenten mit pBudCE4.1-YFP im Wesentlichen

unverdndert (44,43 + 2,81%, n=26, p=0,84, Abb. 25 (C)).
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Abb. 25: Einfluss von Bestrophinl-WT auf die Beteiligung von LTCC am SOCE

(A) Verlauf der Calcium-Konzentrationen wahrend eines Experiments am Beispiel einer mit
pBudCE4.1-YFP-hbest1IWT transfizierten ARPE-19-Zelle: Der erste Anstieg entspricht dem
Anstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration nach Applikation von Thapsigargin, der
zweite Anstieg dem SOCE1 und der dritte Anstieg dem SOCE2 unter Inhibition von LTCC mit
(R)-(+)-Bay K 8644. (B) SOCE1 und SOCE2 zeigen im Vergleich einen hochsignifikanten
Unterschied (p<0,001). (C) Die prozentualen Abnahmen von WT und YFP (jeweils nach
Applikation des LTCC-Inhibitors (R)-(+)-Bay K 8644) unterscheiden sich nicht voneinander.
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4.3.3 Einfluss von mutantem Bestrophin-1 auf den SOCE und auf die Beteiligung von

L-Typ-Calcium-Kanalen am SOCE in ARPE-19-Zellen

Zur Untersuchung, ob mutante Bestrophine den SOCE oder die Beteiligung von LTCC am
SOCE beeinflussen, wurden ARPE-19-Zellen mit pBudCE4.1-YFP-hbest1T6P bzw.
pBudCE4.1-YFP-hbest1R218C bzw. pBudCE4.1-YFP-hbest1F305S transfiziert.

SOCE1 zeigte sich bei jeder untersuchten Mutation unverdndert zu den jeweiligen direkten
Kontrollen desselben Experiments (pBudCE4.1-YFP-hbest1T6P: 130,65 + 19,81 nM (n=13)
vs. 120,22 + 10,33 nM (untransfiziert, n=18), p=0,80; pBudCE4.1-YFP-hbest1R218C:
143,78+ 14,92 nM (n=20) vs. 159,55 * 11,92 nM (untransfiziert, n=12), p=0,45;
pBudCE4.1-YFP-hbest1F305S: 166,22 + 32,13 nM (n=7) vs. 162,43 + 17,40 nM
(untransfiziert, n=12), p=0,91) (in Abbildung nicht gezeigt).

Die Calcium Imaging-Experimente unter Verwendung von 10 uM (R)-(+)-Bay K 8644

erbrachten folgende Ergebnisse:

Fir die mit pBudCE4.1-YFP-hbestlT6P transfizierten Zellen lag SOCE1 bei
130,65 + 19,81 nM und SOCE2 bei 76,66 + 12,90 nM, die prozentuale Abnahme lag also bei
41,00+ 3,12% (n=13, p<0,001, Abb. 26 (B)).

In den mit pBudCE4.1-YFP-hbest1R218C transfizierten Zellen war SOCE2 mit
67,67 £8,26 nM im Vergleich zu SOCE1 mit 143,78 + 14,92 nM um 52,88 + 2,59 %

vermindert (n=20, p<0,001, Abb. 27 (B)).

Die mit pBudCE4.1-YFP-hbest1F305S transfizierten Zellen zeigten eine Abnahme um
39,78 £5,23% (n=7, p=0,02 Abb. 28 (B)) von SOCE2 (98,65 + 15,40 nM) verglichen mit SOCE1
(166,22 + 32,13 nM).
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Abb. 26 SOCE im Doppel-Paradigma mit dem LTCC-Blocker (R)-(+)-Bay K 8644 in
ARPE-19-Zellen nach Transfektion mit pBudCE4.1-YFP-hbest1T6P

(A) Verlauf der Calcium-Konzentrationen wahrend eines Experiments am Beispiel einer mit
pBudCE4.1-YFP-hbest1T6P transfizierten ARPE-19-Zelle: Der erste Anstieg entspricht dem
Anstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration nach Applikation von Thapsigargin, der
zweite Anstieg dem SOCE1 und der dritte Anstieg dem SOCE2 unter Inhibition von LTCC mit
(R)-(+)-Bay K 8644. (B) SOCE1 und SOCE2 zeigen im Vergleich einen hochsignifikanten
Unterschied (p<0,001).
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Abb. 27 SOCE im Doppel-Paradigma mit dem LTCC-Blocker (R)-(+)-Bay K 8644 in ARPE-19-Zellen nach
Transfektion mit pBudCE4.1-YFP-hbest1R218C

(A) Verlauf der Calcium-Konzentrationen wahrend eines Experiments am Beispiel einer mit
pBudCE4.1-YFP-hbest1R218C transfizierten ARPE-19-Zelle: Der erste Anstieg entspricht dem
Anstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration nach Applikation von Thapsigargin, der
zweite Anstieg dem SOCE1 und der dritte Anstieg dem SOCE2 unter Inhibition von LTCC mit
(R)-(+)-Bay K 8644. (B) SOCE1 und SOCE2 zeigen im Vergleich einen hochsignifikanten
Unterschied (p<0,001).
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Abb. 28 SOCE im Doppel-Paradigma mit dem LTCC-Blocker (R)-(+)-Bay K 8644 in ARPE-19-Zellen nach
Transfektion mit pBudCE4.1-YFP-hbest1F305S

(A) Verlauf der Calcium-Konzentrationen wahrend eines Experiments am Beispiel einer mit
pBudCE4.1-YFP-hbest1F305S transfizierten ARPE-19-Zelle: Der erste Anstieg entspricht dem
Anstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration nach Applikation von Thapsigargin, der
zweite Anstieg dem SOCE1 und der dritte Anstieg dem SOCE2 unter Inhibition von LTCC mit
(R)-(+)-Bay K 8644. (B) SOCE1 und SOCE2 zeigen im Vergleich einen signifikanten
Unterschied (p=0,02).

Die prozentualen Abnahmen des SOCE durch die Inhibition von LTCC wurden mit denen
von ARPE-19-Zellen nach Transfektion mit pBudCE4.1-YFP bzw. nach Trans-
fektion mit pBudCE4.1-YFP-hbest1WT verglichen (siehe Abb. 29). Lediglich der Vergleich von
Bestrophinl1-R218C mit YFP zeigte einen signifikanten Unterschied (p=0,02), alle anderen
mutanten Bestrophine waren sowohl verglichen mit YFP (siehe Abb. 29 (A)) als auch
mit Bestrophinl-WT (siehe Abb. 29 (B)) ebenso wie Bestrophin1-R218C verglichen mit

Bestrophinl-WT nicht signifikant verandert.

Um dem Umstand Rechnung zu tragen, dass die direkten Kontrollen (die jeweils
untransfizierten Zellen eines einzelnen Experiments) nicht immer konstante Werte fir den
SOCE und fur die Abnahmen nach Inhibition von LTCC zeigten, wurde eine Normalisierung
aller prozentualen Abnahmen vorgenommen. Dabei wurden die Werte jeweils auf die
Mittelwerte der direkten Kontrollen bezogen. Die Mittelwerte der prozentualen
Abnahmen der direkten Kontrollen wurden mit 100% gleichgesetzt (siehe Abb. 29 (C)). Bei
Betrachtung der normalisierten prozentualen Abnahmen kénnen keine signifikanten
Unterschiede mehr vermerkt werden: Weder innerhalb der Experimente (transfizierte
Zellen vs. untransfizierte direkte Kontrollen) noch zwischen den transfizierten Zellgruppen

(YFP, Bestrophinl-WT, mutante Bestrophine) untereinander.
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Abb. 29 Einfluss von mutantem Bestrophin-1 auf die Beteiligung von LTCC am SOCE

(A) Im Vergleich mit den mit pBudCE4.1-YFP transfizierten ARPE-19-Zellen zeigen lediglich
Zellen, die pBudCE4.1-YFP-hbest1R218C exprimieren, einen signifikanten Unterschied
(p=0,02) beziglich der prozentualen Abnahmen von SOCE nach Applikation von
(R)-(+)-Bay K 8644. (B) Dagegen kann verglichen mit ARPE-19-Zellen nach Transfektion mit
pBudCE4.1-YFP-hbest1WT keine Bestrophinl-Mutante einen signifikanten Unterschied
aufweisen. (C) Nach Normalisierung der einzelnen Zellgruppen auf die Mittelwerte ihrer
jeweiligen direkten untransfizierten Kontrollen koénnen keine Signifikanzen vermerkt

werden.
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5 Diskussion

5.1 Aussagekraft der Methoden
5.1.1 Calcium Imaging-Experimente

Die Starken des gewadhlten Settings fir die Calcium Imaging-Experimente liegen
insbesondere im Einsatz des im Methodenteil (3.6.1) beschriebenen Doppel-Paradigma.
Mogliche Schwankungen der verschiedenen Einzelexperimente kamen dadurch nicht zum
Tragen und es konnte im selben Experiment sowohl das Ausmal des SOCE als auch die
Blockade desselben durch den eingesetzten LTCC-Inhibitor (R)-(+)-Bay K 8644 untersucht

werden.

Hinzu kommt die direkte Vergleichbarkeit innerhalb eines Einzelexperiments von
transfizierten mit nicht-transfizierten Zellen, den direkten Kontrollen. AuRerdem konnten
zusatzliche potentielle Storungen der Ergebnisse durch das Transfektions-Prozedere per se
ausgeschlossen werden. Zu diesem Zweck wurden Experimente an mit YFP allein
transfizierten Zellen durchgefihrt und anschlieRend mit den Ergebnissen der anderen

Transfektionssgruppen verglichen.

Zu bedenken gilt es, dass Calcium Imaging im Gegensatz zu anderen Methoden, wie z.B.
Patch Clamp, nicht die Strome durch lonenkanéle direkt misst und auch nicht direkt die
Calcium-Konzentration in einer Zelle messen kann, sondern wie im Methodenteil (3.6.1)
beschrieben Fluoreszenzmuster detektiert. Erst daraus werden entsprechend einer
Kalibrierung am Ende des Experiments die Calcium-Konzentrationen errechnet. Wenn sich
also die Kalibrierung als fehlerbehaftet erweist, sind auch die berechneten absoluten
Werte der Calcium-Konzentrationen inkorrekt. Daher wurden Messdaten mit fehlerhafter
Kalibrierung von der Auswertung ausgeschlossen. Hingegen ist die Berechnung des Anteils
von LTCC am SOCE weitestgehend unabhédngig von der Kalibrierung, da hierfiir beide

SOCEs lediglich in Relation zueinander gesetzt werden.

Aullerdem ergibt sich die aktuelle Calcium-Konzentration im Zytosol aus der Differenz
zwischen Einstrom von extrazellular und Aufnahme in intrazellulare Speicher (wobei die
Aufnahme von Calcium in das Endoplasmatische Retikulum durch den Einsatz des SERCA-

Inhibitors Thapsigargin verhindert wird) bzw. Ausstrom aus der Zelle und Ausstrom aus
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Speichern. Findet also zum Beispiel eine im Verhaltnis zum Einstrom raschere Aufnahme
von Calcium in intrazelluldre Speicher statt, ist der gemessene zytosolische Calciumwert

geringer als es dem tatsachlichen Einstrom von extrazelluldr entspricht.

Das beschriebene Manover zur Provokation eines SOCE spiegelt zwar nicht die natirliche
Art und Weise wieder, wie der SOCE in vivo ausgelost wird (s.u.), es stellt jedoch eine sehr
effektive Methode dar. Sie hat sich in vielen Publikationen als Standard etabliert, wodurch
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus dieser Arbeit mit den Ergebnissen anderer Labore
gegeben ist.

Physiologischerweise wird durch das Binden eines Liganden (z.B. Hormone, Neuro-
transmitter) an einen zellmembranstdndigen Rezeptor eine Signalkaskade ausgelost, an
deren Ende die Abspaltung von IP3 aus dem Membranlipid PIP, steht. IPs fihrt Uber
IP3-Rezeptoren in der ER-Membran zur ER-Speicherentleerung, wodurch wiederum Uber
die beschriebene STIM1-Orail-Interaktion der SOCE aktiviert wird (107).

Daneben betrachtet sind die Bedingungen, die im Calcium Imaging-Experiment geschaffen
werden, doch recht extrem: Auf ein Calcium-freies extrazelluldres Milieu folgt ein abrupter
Wechsel auf ein Calcium-haltiges Milieu, zuséatzlich wird eine Wiederaufnahme von

Calcium in die ER-Speicher durch eine Blockade von SERCA verhindert.

In vivo spiegelt die zytosolische Calciumkonzentration das Integral aus Aktivitdten von
Kandlen, Pumpen, Transportern, intrazellularen Puffern, Membranpotentialen und
Organellen wider, welche alle wiederum Uber Veranderungen der zytosolischen Calcium-
konzentration miteinander interagieren kdnnen (107). Bereits kleine Verdnderungen der

intrazellularen Calcium-Konzentration kdnnen zu veranderten Zellfunktionen fihren.

Die Calcium Imaging-Ergebnisse beruhen also auf einem artifiziellen und vereinfachten
Modell. Andererseits lasst sich natlrlich nur so gezielt ein Kanal untersuchen und eine
Hypothese prifen, wenn moglichst viele Einfluss- und Storfaktoren ausgeschaltet werden.
Der Ansatz fokussiert genau auf den Mechanismus zwischen Speicherentleerung und
Calcium-Kanalaktivierung. Er lasst also die Beobachtung des puren Vorgangs zwischen

Speicher und Plasmamembran zu.
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Ein weiterer Aspekt, der beachtet werden sollte, sind die potentiellen Artefakte, die sich in

einem heterologen Expressionssystem ergeben.

ARPE-19 ist eine humane RPE-Zelllinie, welche auf Proteinebene kein Bestrophin-1
aufweist (61). Dies hat den in der Einleitung (1.8.2) beschriebenen Vorteil, dass sie sich gut
dazu eignet, generelle Hypothesen zur Bestrophin-Expression zu prifen. Da BESTI in
diesen Zellen durch Transfektion heterolog exprimiert wird, liegt es jedoch in
Uberexprimierter Form vor. Eine Uberexpression von Genen kann auf Proteinebene zu
Artefakten flhren. Das Protein-Trafficking kann dahingehend verandert sein, dass
membranstandige Proteine im Zytosol verbleiben oder eigentlich zytosolische Proteine in
die Zellmembran gelenkt werden. Dies kann nicht nur die eigene Proteinfunktion, sondern

auch die Funktion weiterer Kanéle behindern (65, 152, 153).

Neben dem aktiven Transport von Calcium in Kompartimente wie Mitochondrien, saure
Endosomen oder ER besitzt die adulte humane RPE-Zelle Melanosomen, die hohe Mengen
an Calcium aufnehmen konnen (17, 154). In der ARPE-19-Zelllinie jedoch ist wie auch in
anderen RPE-Zelllinien (RPE-J, D407) und in Primarkulturen humaner RPE-Zellen der
Signalweg der Melanogenese (Bildung von Melanin) deaktiviert, so dass diese keine
Melanogenese mehr aufweisen (155). Es ist denkbar, dass dies Auswirkungen auf die
Calcium-Speicherkapazitat und daraus folgend auf das Calcium-Signaling der ARPE-19-

Zellen haben kann.
5.1.2 Protein-Trafficking-Experimente

Die Immunfluoreszenz-Experimente dienten der Bestimmung der Lokalisation von
Bestrophin-1 WT und den entsprechenden Mutanten nach Transfektion der im Calcium
Imaging verwendeten APRE-19-Zellen. Auf diese Weise sollten mogliche Unterschiede im
Calcium Imaging mit moglichen Unterschieden im Protein-Trafficking korreliert werden

konnen.

Da sich die ARPE-19-Zellen im Calcium Imaging-Experiment im unpolarisierten Zustand
befanden, wurden auch die Proteinlokalisationsexperimente an unpolarisierten Zellen

durchgefinhrt.
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In einem weiteren Schritt konnten die Trafficking-Experimente an polarisierten Zellen
wiederholt werden. Diese eignen sich besonders gut flir Protein-Trafficking-Experimente.
Neben der Unterscheidung zwischen zytosolischer und membranstiandiger Protein-
lokalisation kann in polarisierten Zellen auch zwischen apikaler und basolateraler
Lokalisation differenziert werden. Hierfir werden beispielsweise MDCKII-Zellen, welche
sich fur Protein-Trafficking-Experimente etabliert haben (156), auf Transwell-Filtern bis zur
stabilen Konfluenz, welche Uber den transepithelialen Widerstand gemessen werden kann,
gezlchtet. Der transepitheliale Widerstand spiegelt die Ausbildung von tight junctions
wider, welche wiederum die polarisierte Zelle in ein apikales und ein basolaterales
Kompartiment teilen. Das zu untersuchende Protein kann sich also entweder intrazellular
oder in der Zellmembran befinden und hier kann weiter eine apikale (oberhalb der tight
junctions) von einer basolateralen Lokalisation (unterhalb der tight junctions)
unterschieden werden. Die Frage nach Membranstandigkeit des zu untersuchenden
Proteins (z.B. rote Farbung im immunzytochemischen Staining) kann durch ein Co-Staining
(z.B. griine Farbung) mit einem membranstandigen Protein, z.B. MCT1 (Monocarboxylat-
Transporter 1), beantwortet werden. Ein Konfokalmikroskop weist ein besonders hohes
Auflosungsvermogen auf und nach der getrennten Detektion beider Protein-Signale (rotes
bzw. grines Staining) konnen im sogenannten Merge-Modus exakt diejenigen Pixel
ausgezahlt werden, die durch eine Co-Lokalisation gelb erscheinen. Ein Co-Staining mit
dem tight junctions-Protein ZO-1 (zonula occludens-1) ldsst zusdtzlich eine Differenzierung

in apikal oder basolateral zu.

Im Gegensatz dazu befanden sich die ARPE-19-Zellen in diesen Experimenten zum einen in
nicht-polarisiertem Zustand, zum anderen erfolgten kein Co-Staining mit Membran-

Markern und keine Signal-Detektion mittels Konfokalmikroskopie.

Ein weiterer Aspekt bei der Interpretation der Ergebnisse sollte sein, dass ARPE-19-Zellen
selbst auf Proteinebene kein Bestrophin-1 aufweisen, also kein endogenes, sondern ein
heterologes Expressionssystem besteht. Wie bereits unter 5.1.1 dargelegt, ist die damit
verbundene Uberexpression als mégliche Fehlerquelle in Trafficking-Experimenten
bekannt. Auch Bestrophin-Mutanten im Speziellen zeigten bei diversen Arbeitsgruppen
unterschiedliches Trafficking in Abhdngigkeit davon, ob sie in endogenen oder in

heterologen Modellen untersucht wurden. Als Beispiel kann hier die mit Morbus Best
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assoziierte Mutation W93C genannt werden, die in MDCKII-Zellen im Zytosol lokalisiert ist
(157), hingegen in fhRPE-Zellen (70, 157) und im RPE von Ratten-Augen (158) ein
regelrechtes Trafficking in die basolaterale Membran aufweist. Heterologe Expressions-
systeme (z.B. in MDCKIl-Zellen) eignen sich also gut, um generell darzustellen, dass
unterschiedliche Mutanten ein unterschiedliches Protein-Trafficking aufweisen kénnen
(proof-of-principle), die Ergebnisse sollten aber idealerweise in nativen humanen RPE-

Modellen validiert werden.

5.2 Protein-Trafficking von Bestrophin-1 (Wildtyp und Mutanten) in ARPE-19-

Zellen

Durch Immunfluoreszenz-Experimente wurde in dieser Arbeit die Lokalisation von
Bestrophin-1 WT und den entsprechenden Mutanten in Bezug auf die Plasmamembran in
ARPE-19-Zellen beurteilt. Bestrophin-1 WT zeigte lediglich eine anteilige Membran-

standigkeit, wahrend die Mutanten alle ausschliellich im Zytosol lokalisiert waren.

Im Gegensatz stehend zur in dieser Arbeit gezeigten lediglich anteiligen
Membranstdndigkeit von Bestrophin-1 WT in ARPE-19-Zellen, konnte in anderen Zellen
und Geweben mehrfach belegt werden, dass Bestrophin-1 an der basolateralen Membran
lokalisiert ist. Marmorstein et al. untersuchten im Jahr 2000 erstmals die Lokalisation von
Bestrophin-1. Sie zeigten immunhistochemisch und konfokal-mikroskopisch in Makaken-
und Schweine-Augen, dass sich Bestrophin-1 als integrales Membranprotein in der
basolateralen Membran befindet (61). Weitere Arbeiten folgten und bestatigten diese
Ergebnisse in anderen nativen Geweben: bei Menschen (147, 159), Mausen (78, 160),
Ratten (158), Hunden (161), Rhesusaffen (146), iPSC-RPE-Zellen (71, 72, 162, 163) und
fhRPE-Zellen (70, 157). Auch in heterologen Expressionssystemen (MDCKII-, RPE-J-Zellen)
wiederholten sich die Ergebnisse aus den nativen Modellen (60, 61, 77, 150, 157, 164,
165). MDCKII-Zellen exprimieren als kanine Nierenzellen selbst kein BEST1, haben sich aber
in ihrer polarisierten Form als Standard-Modell flir Protein-Trafficking etabliert (156). Die
Ratten-RPE-Zelllinie RPE-J besitzt ebenso, wie auch ARPE-19-Zellen, kein Bestrophin. Die
genannten Zelllinien, ebenso wie HEK-293-Zellen, eignen sich also, mittels heterologer
Expression das Protein-Trafficking und/oder die Funktionen (z.B. lonenkanal-

Eigenschaften) von Proteinen und deren Mutanten zu untersuchen. In einer Arbeit von
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Reichart et al. wurden auch ARPE-19-Zellen mit Bestrophin-1 sowie Cay1.3 und der LTCC
R4-Untereinheit transfiziert und es zeigte sich eine vorwiegend zellmembranstdandige
Lokalisation der transfizierten Proteine (121). Das Protein-Trafficking von Bestrophin-1-

Mutanten speziell in ARPE-19-Zellen wurde in der Literatur bisher nicht untersucht.

Milenkovic et al. verwendeten polarisierte MDCKII-Zellen zur systematischen Beurteilung
der Lokalisation von mit Morbus Best assoziierten Bestrophin-1-Mutanten (150). Wie in
der Einleitung (1.8.3) beschrieben, waren die meisten Mutanten im Zytosol lokalisiert,
darunter auch die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mutationen T6P und F305S. Die
Ergebnisse aus dieser Arbeit stimmen also mit denen von Milenkovic et al. Gberein und
entsprechen zudem einer weiteren Arbeit von Johnson et al., die ebenso eine zytosolische
Proteinlokalisation fir die Mutante T6P bestéatigt (165). Die Mutation R218C hingegen
verhielt sich in ihrem Protein-Trafficking in den hier untersuchten ARPE19-Zellen anders als
in den MDCKII-Zellen. Wahrend bei Milenkovic et al. eine fast dem Wildtyp entsprechende
Membranstdndigkeit bestand, fand sich die Mutante in den ARPE-19-Zellen ausschlielich
im Zytosol. Auch andere Arbeitsgruppen wiesen fir die Mutante R218C eine Lokalisation in
der basolateralen Membran bei MDCKII- (157), fhRPE- (157) und Ratten-RPE-Zellen (158)
bzw. in der Plasmamembran (ohne Differenzierung in apikal oder basolateral) bei RPE-J-
Zellen (77) nach. Erneut sollte beachtet werden, dass die ARPE-19-Zellen in der
vorliegenden Arbeit einerseits in nicht-polarisiertem Zustand untersucht wurden und sich
diese andererseits als humane RPE-Zelllinie von den kaninen MDCKII-Zellen bzw. den

nativen fhRPE- und Ratten-RPE-Zellen unterscheiden.

5.3 SOCE und die Beteiligung von L-Typ-Calcium-Kandlen am SOCE in
ARPE-19-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass in ARPE-19-Zellen LTCC
mafRgeblich am SOCE beteiligt sind. Durch eine Blockade von LTCC wurde der SOCE um
etwa 40% reduziert. Moglicherweise liegt eine noch grofRere Beteiligung von LTCC am
SOCE vor, bedenkt man die verglichen mit Cayl1.2 relativ niedrige Sensitivitdt des in
RPE-Zellen vorherrschenden Cayl1.3-Subtyps gegenlber Dihydropyridinen (siehe Einleitung
1.8.1). Wie den Arbeiten von Cordeiro et StrauR und Mas et al. zu entnehmen ist,

beteiligen sich auch Orail-Kandle ganz mafRgeblich am SOCE in RPE-Zellen (88, 89). In
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dieser Arbeit wurde erstmals das beschriebene Doppel-Paradigma angewendet, um eine
Beteiligung von LTCC am SOCE in RPE-Zellen zu Uberprifen. In einem &dhnlichen Setting
ohne Doppel-Paradigma beobachteten Mergler et Strauf, dass in Ratten-RPE-Zellen ein
durch Speicherentleerung provozierter Calciumeinstrom durch den Einsatz von Nifedipin
deutlich reduziert werden konnte. Simultan durchgefihrte Whole cell Patch Clamp-
Experimente zeigten wahrend des maximalen Calcium-Anstiegs eine erhohte

Stromamplitude und somit Aktivitat von LTCC (110).

5.4 Einfluss von Bestrophin-1 Wildtyp auf den SOCE und die Beteiligung von
L-Typ-Calcium-Kanalen am SOCE in ARPE-19-Zellen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der SOCE in ARPE-19-Zellen durch
eine heterologe Expression von BEST1 nicht verandert wird. Eine Transfektion mit

Bestrophin-1-WT beeinflusste weder den SOCE noch die Beteiligung von LTCC am SOCE.

In primdren Schweine-RPE-Zellen, welche endogen BEST1 exprimieren, konnte hingegen
durchaus ein Effekt von Bestrophin-1 auf den SOCE nachgewiesen werden (88).
Experimente mit best-1 siRNA zeigten im Vergleich zu unbehandelten Zellen eine um etwa
70% reduzierte SOCE-Amplitude. Hier ist der unter 5.1.1 beschriebene mogliche Einfluss
einer heterologen Uberexpression im Gegensatz zur endogenen Expression auf die
unterschiedlichen Ergebnisse in Betracht zu ziehen. Der Einfluss von Bestrophin-Mutanten
wurde von Mas et al. nicht untersucht. Ebenso wenig wurde in der Arbeit eine Beteiligung
von LTCC am SOCE bzw. eine Interaktion zwischen Bestrophin-1 und LTCC und eine damit

verbundene potentielle Beeinflussung des SOCE untersucht.

Dass Bestrophin-1 mit LTCC vom Cav1.3-Typ in retinalen Pigmentepithelzellen interagiert,
zeigen zum einen Co-Immunopréazipitationsexperimente, die eine direkte Protein-Protein-
Interaktion  belegen. Diese Interaktion findet zwischen SH3-Domé&nen der
Beta-Untereinheit der LTCC und einem hochkonservierten Cluster von Prolin-reichen
Motiven zwischen der Aminosadureposition 468 und 486 am C-Terminus von Bestrophin-1
statt (79, 121, 122). Zum anderen konnte die Interaktion zwischen Bestrophin-1 und LTCC
vom Cay1.3-Typ funktionell in mehreren Studien durch Whole cell Patch Clamp gezeigt

werden. In diesen Experimenten wirkte sich Bestrophin-1 auf die Aktivierungskinetik, die
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spannungsabhangige Aktivierung und/oder die Strom-Amplitude von LTCC aus.
Bestrophin-1 beschleunigte die zeitabhdngige Aktivierung in RPE-J-Zellen (77) und
CHO-Zellen (121, 122), fihrte zu einer Verlagerung des Aktivierungspotentials in Richtung
negativerer Potentiale in RPE-J-Zellen (77) bzw. in Richtung positiverer Potentiale in mit
Cavl.3-transfizierten HEK293-Zellen (79) und bewirkte eine Verminderung der
Cay1.3-LTCC-Aktivitdt in mit Cayl.3-transfizierten CHO-Zellen (121, 122) und HEK293-Zellen
(79). Bei den letztgenannten lag die Inhibition bei 85%.

Auch in HEK293-Zellen, welche den Cavl.2-Subtyp exprimieren, wurde eine Interaktion
zwischen Bestrophin-1 und LTCC gezeigt. Durch eine Transfektion mit Bestrophin-1 wurde

dort die zeitabhangige Aktivierung beschleunigt (57).

5.5 Einfluss von Bestrophin-1-Mutanten auf den SOCE und die Beteiligung von

L-Typ-Calcium-Kanalen am SOCE in ARPE-19-Zellen

Mutante Bestrophine beeinflussten in dieser Arbeit weder den SOCE noch die Beteiligung

von LTCC am SOCE signifikant.

Eine Mutation von Bestrophin-1 bewirkte hingegen in den unter 5.4 beschriebenen Patch
Clamp-Experimenten eine Veranderung der zeitabhangigen Aktivierung und Inaktivierung
von LTCC (Verlangsamung durch die Mutation W93C und Beschleunigung durch die
Mutation R218C in RPE-J-Zellen) (77) und einen Verlust der Fahigkeit die Cayl.2-LTCC-
Aktivitdt zu beschleunigen (Mutation R141H in HEK-293-Zellen) (57). Bei Yu et al. wurde die
Cav1.3-LTCC-Aktivitdt in transfizierten HEK-Zellen sowohl| durch Bestrophin-1 WT (siehe
5.4) als auch durch die Mutanten D312N, R92S, G299E, G299R, G222E und A146K zu
ca. 50% (G222E) bis 75% (R92S) inhibiert (79).

Eine folglich zu erwartende Beeinflussung der LTCC (und daraus folgend des Einflusses auf
SOCE) durch Bestrophin-1 bzw. die entsprechenden Mutanten bei ARPE-19-Zellen liel8 sich

im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht aufweisen.
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5.6 Einordung der Ergebnisse in die Hypothese zum Pathomechanismus bei

Morbus Best

In dieser Arbeit konnte ein Einfluss mutanter Bestrophine auf den SOCE oder die
LTCC-Beteiligung auf den SOCE ausgeschlossen werden. Wie bereits angefihrt gibt es in
der Literatur vielfach Hinweise darauf, dass der Pathomechanismus bei Morbus Best auf
einem verdnderten Calcium-Signaling beruht. Auch spricht vieles dafiir, dass dieses
veranderte Calcium Imaging durch einen Einfluss des mutanten Bestrophins auf LTCC
zustande kommt. Dass die pathologische Interaktion zwischen mutantem Bestrophin-1 und
LTCC zu einem veranderten Einfluss von LTCC auf den SOCE fihrt, konnte im Rahmen der
Calcium Imaging-Experimente jedoch ausgeschlossen werden. Der Pathomechanismus bei

Morbus Best beruht folglich auf einem anderen Mechanismus.
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6 Zusammenfassung

Zusammenfassend lassen sich folgende Punkte beobachten:

Die im Rahmen dieser Arbeit klonierten Vektoren exprimieren YFP und BEST1 (WT und
Mutanten) simultan, was auf Proteinebene mittels Western Blot und immunzyto-
chemischen Farbungen bestatigt werden konnte. Das im Calcium Imaging-Experiment
angewendete Doppel-Paradigma ist valide, was in Kontrollexperimenten durch Replizier-
barkeit des SOCE beim zweimaligen Auslosen bestatigt werden konnte. Der SOCE wird
durch die Transfektionsprozedur per se nicht beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass in
ARPE-19-Zellen LTCC am SOCE beteiligt sind und dass der Anteil dieses Calcium-Einstroms
am SOCE bei etwa 40% liegt. Eine Transfektion der Zellen mit Bestrophin-1 WT oder den
entsprechenden Mutanten konnte weder die LTCC-Beteiligung noch das Ausmaf des SOCE
selbst beeinflussen. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit Idsst sich schlussfolgern, dass der
Pathomechanismus bei Morbus Best nicht auf einer Beeinflussung des SOCE bzw. einer
veranderten LTCC-Beteiligung am SOCE durch mutiertes Bestrophin-1 beruht. Sollte
Morbus Best ein verandertes Calcium-Signaling zugrunde liegen, worauf viele Daten
hinweisen, ist hierflir ein anderer Mechanismus als eine durch Bestrophin-1-Mutation

veranderte Beteiligung von LTCC am SOCE verantwortlich.
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7 Anhang

7.1 Zusammensetzung der verwendeten Losungen, Puffer, Gele, Medien

und Kulturplatten

1 x Transfer-Puffer

100 mL 10 x SDS-Laufpuffer
200 mL  Methanol
700 mL Agua dest.

4 x TRIS-HCI/SDS Upper Buffer fir SDS-Gele (0,5 M TRIS-HCI, 0,4%SDS, pH 6,8)

60,7g TRIS
20mL 20% SDS-Lésung
Mit Aqua dest. auf 1 L auffullen und pH = 6,8 mit HCl einstellen.

4 x TRIS-HCI/SDS Lower Buffer fiir SDS-Gele (1,5 M TRIS-HCI, 0,4%SDS, pH 8,8)

182,1g TRIS
20mL 20% SDS-Lésung

Mit Aqua dest. auf 1 L auffullen und pH = 8,8 mit HCl einstellen.

4% PFA-LOsung

4g PFA
100 mL 1 xPBS

pH =7,2-7,4 einstellen und filtern.

6 x SDS-Ladepuffer

7mL 4 x TRIS-HCI/SDS (pH = 6,8)
3mL Glycerol
lg SDS

0,5mL 1% Bromphenolblau-Losung
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10 x PBS

80g NaCl (entspricht 1,37 M)
2g KCl (entspricht 27 mM)
28,6 g Na;HPO4x12H,0 (entspricht 80 mM)
2g KH2PO4 (entspricht 14 mM)
Mit Aqua dest. auf 1 L auffillen.

10 x SDS-Laufpuffer (fiir PAA-Gele)

30,3g TRIS
144,2 g Glycin
50 mL 20% SDS-Lésung
Mit Aqua dest. auf 1 L auffillen.

10x TBE

605,5g TRIS (entspricht 1 M)
256,8 g Borsdure (entspricht 0,83 M)
18,6 g EDTA-2Na2H,0

Mit Aqua dest. auf 5 L auffillen.

Gelladepuffer

40% Sucrose
0,05% Bromphenolblau
0,05% Xylencyanol
in 1x TBE
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Low Salt (max. 5g/L) LB-Medium mit Zeocin

58
58
10g

Hefeextrakt

NaCl

Trypton

Mit Aqua dest. auf 1000 mL auffullen, pH = 7,5.
Nach dem Autoklavieren bis 40°C abkihlen lassen,

Antibiotikum Zeocin hinzuftgen (50 pg/mL).

Low Salt (max. 5g/L) LB-Platten mit Zeocin

58
58
10g
15¢g

Hefeextrakt

NaCl

Trypton

Agar

Mit Aqua dest. auf 1000 mL auffullen, pH = 7,5.

Nach dem Autoklavieren bis 40°C abkihlen lassen,

Anhang

Antibiotikum Zeocin hinzufiigen (50 pug/mL), in Petrischalen ausgieRen.

SDS-Polyacrylamid-Trenngel (10%)

4,29 mL
3,25 mL
5,46 mL

SOC-Medium

2,5¢g
10g
1mL
1,25 mL
5mL
5mL
10 mL

30% PAA
4 x TRIS-HCI/SDS (pH = 8,8)

Agua dest.

Hefeextrakt

Pepton

NaCl (5 M)

KCI (1 M)

MgCls (1 M)

MgSO4 (1 M)

Glukose-Losung (1 M)

Mit Aqua dest. auf 500 mL aufftllen.
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7.2 Western Blot Originalblots

anti-Best ---

anti-R-Actin ----

anti-YFP ----

Abb. 30 Originalblot Nr. 1
Von diesem Originalblot erscheinen die Spalten 3 (WT) und 6 (F305S) in der Zusammen-
stellung in Abb. 16 (Ubrige Spalten: 1: untransfiziert, 2: YFP, 4: T6P, 5: R218C).

anti-Best ----

(anti-R-Actin) ---

anti-YFP -

anti-R-Actin ----

Abb. 31 Originalblot Nr. 2

(vor der UV-Belichtung geschnitten und anti-R-Actin separat belichtet). Von diesem
Originalblot erscheinen die Spalten 1 (untransfiziert), 2 (YFP), 4 (T6P) und 5 (R218C) in der
Zusammenstellung in Abb. 16 (Ubrige Spalten: 3: WT, 6: F305S).
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[Ca**];
ABP
ADVIRC
AIDS
ARB
ARPE-19
ATP
AVMD
bp
BSA
BTP
Ca2+
Cav
CHO
Cmv
CO,
CRAC
dest.
DHP
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
EF
EGTA

EOG

Intrazellulare Calcium-Konzentration
Aminoethoxydiphenylborat
Autosomal-dominante Vitreoretinochoroidopathie
acquired immunodeficiency syndrom
Autosomal-rezessive Bestrophinopathie

adult retinal pigment epithelium-19
Adenosintriphosphat

Adulte vitelliforme Makuladystrophie

Basenpaare

bovine serum albumin
3,5-bis(trifluoromethyl)pyrazol

Calcium

alphai-Untereinheit des L-Typ-Calcium-Kanals (voltage-dependent)
chinese hamster ovary

Cytomegalievirus

Kohlenstoffdioxid

calcium release-activated calcium

destillata

Dihydropyridin

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid

Ethylendiamintetraacetat

Elongationsfaktor
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetat

Elektrookulogramm
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ER
FBS
fhRPE
HEK

HRP
lBa
lcrac
IP3
iPSC
LB
LTCC
MCT
MDCK

MRNA

n.s.

PAA
PBS
PCR
PEDF
PFA
PIP2
PM
RP
RPE
rpm

SDS

Abkirzungsverzeichnis

endoplasmatisches Retikulum

fetal bovine serum

fetal human retinal pigment epithelium
human embryonic kidney

horseradish peroxidase
Barium-Einwartsstrom

calcium release-activated calcium current
Inositol-1,4,5-trisphosphat

induced pluripotent stem cell

Lysogeny broth

L-type calcium channel (L-Typ-Calcium-Kanal)
Monocarboxylat-Transporter
Madin-Darby canine kidney

messenger ribonucleid acid

Anzahl

nicht signifikant

Passage

Polyacrylamid

phosphate-buffered saline

polymerase chain reaction

pigment epithelium derived factor
Paraformaldehyd
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Plasmamembran

Retinopathia pigmentosa

retinales Pigmentepithel
revolutions per minute

sodium dodecyl! sulfate
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SDS-PAGE

SEM

SERCA

SiRNA

SOC

SOCE

STIM

TBE

TRIS

TRPC

TRPV

uv

VEGF

VMD

WT

YFP

Z0

WHO

Abkirzungsverzeichnis

sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwerts)
sarco-endoplasmatic reticulum calcium ATPase

small interfering ribonucleic acid

super optimal catabolite repression

store-operated calcium entry (speicherabhdngiger Calcium-
Einstrom)

stromal interacting molecule
TRIS-Borat-EDTA
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
transient receptor potential canonical
transient receptor potential vanilloid
ultraviolett

vascular endothelial growth factor
Vitelliforme Makuladystrophie
Wildtyp

yellow fluorescent protein

zonula occludens

World Health Organisation
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