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1 Wiskott-Aldrich-Syndrom

Das Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) wurde 1936 von Alfred Wiskott mit einer
Symptomtrias aus Immundefekt, Ekzem und Thrombozytopenie beschrieben (Wiskott,
1937). Er berichtete von drei Bridern mit diesen Symptomen, eine Schwester allerdings
war gesund. 1954 und somit achtzehn Jahre spater veréffentlichte Robert Anderson
Aldrich seine Studien zu US-amerikanischen Familien, in denen er von einem ,eczema-
thrombocytopenia-immunodeficiency syndrome® sprach und erstmals eine hereditare
Genese des Krankheitsbildes Uber einen X-chromosomalen Erbgang vermutete. (Aldrich
et al., 1954). Dies vermutete wohl auch A. Wiskott, wurde aber von ihm geheim gehalten,
da er die Familie vor Verfolgung im Rahmen des Euthanasieprogrammes der NS-Diktatur
schutzen wollte (Binder, 2007).

Schlief3lich wurde das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Gen (WAS-Gen) 1994 durch Kwan et al.
(S. P. Kwan et al., 1991) auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms lokalisiert, durch Derry
et al. isoliert und sein Translationsprodukt - das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (WASp) -
in Lymphozyten, Milz und Thymus nachgewiesen (Derry et al., 1994). Auch beschrieben
Derry et al. Mutationen in diesem als ursachlich fur WAS (Derry et al., 1994).

1996 beschrieben de Saint Basile et al., dass auch die X-chromosomale
Thrombozytopenie durch Mutationen in diesem Gen verursacht wird (de Saint Basile et al.,
1996).

Ein Jahr spater beschrieben Ramesh et al. das WASp-interacting-protein (WIP) als einen
Interaktionspartner von WASp (Ramesh et al., 1997). Im weiteren Verlauf zeigte sich WIP
als bedeutsames Chaperone von WASp (de la Fuente et al., 2007).

Das nach den beiden Erstbeschreibern benannte Wiskott-Aldrich-Syndrom ist somit eine
X-chromosomale Erkrankung mit einer Inzidenz von etwa 2 bis 4 zu 1.000.000
Lebendgeburten (Ochs, 2007).

Im Vollbild der Erkrankung prasentieren sich die Patienten bereits in frGher Kindheit mit
Ekzemen, rezidivierenden Infektionen sowie hamorrhagischen Diathesen und tragen ein
sehr hohes Risiko im Verlauf an Autoimmunerkrankungen oder Lymphomen zu erkranken
(Ochs, 2007, 2019). Daneben prasentieren sich Mutationen im WAS-Gen phanotypisch
auch als X-chromosomale Thrombozytopenie (XLT) mit milder Thrombozytopenie und als

X-chromosomale Neutropenie (XLN).



1.1 Klinik
Das klinische Bild des Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) umfasst ein Spektrum aus drei

Phanotypen: dem klassischen Wiskott-Aldrich-Syndrom, der X-chromosomalen
Thrombozytopenie (XLT) und der X-chromosomalen Neutropenie. Zur genaueren und
standardisierten Zuordnung der Patienten zu diesen Phanotypen wurde das WAS-Score-

System eingefuhrt.

1.1.1 Das Wiskott-Aldrich-Syndrom und die Symptome aus dessen
Spektrum

Das klassische WAS ist gekennzeichnet durch verschiedenste Symptome, die zum Tell

bereits kurz nach der Geburt ein heterogenes Krankheitsbild prasentieren.

Hierzu zahlen funf Klassen, welche auch jeweils Kategorien des WAS-Score-Systems

sind:

* Infektionen
Das klinische Bild pragen rezidivierende Infektionen diverser Organe durch ein
breites Erregerspektrum, wie Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis und
Haemophilus influenzae, aber auch durch opportunistische Keime wie Molluscum
contagiosum sowie diverser Viren (Sullivan et al., 1994). Mit zunehmendem Alter
steigt die Inzidenz an Infektionen, wie z.B. Otitiden, Pneumonien oder Meningitiden.
(Sullivan et al., 1994).

* Ekzeme
Innerhalb des ersten Lebensjahres entwickeln Patienten Ekzeme, die sich wie
Windeldermatitiden oder nicht selten im Bild einer atopischen Dermatitis prasentieren

und haufig superinfiziert werden (Albert et al., 2011; Loyola Presa et al., 2013).

* Blutungsneigung
Die durch die Thrombozytopenie hervorgerufene Blutungsneigung prasentiert sich
oftmals bereits nach der Geburt durch Petechien und verlangerte Blutung des
Nabelstumpfs (Ochs, 2019). Auch vermehrt auftretende Hamatome, Nasenbluten,
blutige Stlhle bis hin zu lebensbedrohlichen intrakraniellen und gastrointestinalen

Blutungen wurden beschrieben (Mahlaoui et al., 2013).



* Autoimmunerkrankungen
Bei WAS-Patienten wurde Uber diverse Autoimmunerkankungen berichtet, darunter
fanden sich Vaskulitiden, entzindliche Darmerkrankungen, hamolytische Anamien
und Nierenerkrankungen (Chen et al., 2015; Dupuis-Girod et al., 2003).

* Maligne Neoplasien

B-Zell-Lymphome und Leukamien treten bei Patienten mit klassischem WAS
vermehrt auf (Ochs, 2019).

1.1.2 X-chromosomale Thrombozytopenie (XLT)

Die X-chromosomale Thrombozytopenie ist eine Variante des klassischen WAS mit
insgesamt milderem Verlauf. So treten Ekzeme seltener und in schwacherer Auspragung
auf. Auch die Thrombozytopenie variiert in ihrer Schwere (Notarangelo et al., 2002).
Allerdings bleibt die Gefahr schwerer hamorrhagischer Diathesen, Lymphome und

Autoimmunerkrankungen auch bei diesen Patienten erhoht (Albert et al., 2010).

XLT tritt auch in Schiben, gefolgt von symptomfreien Episoden auf. Diese Form wird als
intermittierende XLT (iXLT) bezeichnet.

1.1.3 X-chromosomale Neutropenie (XLN)

Die X-chromosomale Neutropenie ist eine Entitat des WAS-Spektrums, welche sich initial
als angeborene Neutropenie prasentiert (Devriendt et al., 2001). Die Patienten fallen
klinisch durch Infektionen auf, wie sie Ublicherweise bei Neutropenien zu finden sind.
Allerdings zeigen sie auch vermehrt Infektionen, die durch lymphozytare Dysfunktion zu
erklaren sind, und sie haben ein erhdhtes Risiko an Myelodysplasie zu erkranken (Ancliff
et al., 2006; Beel et al., 2009). Dieses Risiko ist bei den beiden anderen WAS-Entitaten
nicht erhoht.

1.1.4 WAS-Score-System

Die Zuordnung der Patienten zu den drei Phanotypen gelingt durch klinische
Untersuchung und entsprechender Gewichtung von 6 Kriterien, welche gemaly des WAS-
Score-Systems (Tabelle 1) ausgewertet werden (Ochs, 2007, 2019). Daflr werden die
Patienten auf Thrombozytopenie, Mikrothrombozyten, Ekzeme, Immundefekt,
rezidivierende Infektionen und Autoimmunerkrankungen respektive maligne Neoplasien
untersucht und die Befunde je nach Kategorie gewichtet. So werden die Kategorien

Thrombozytopenie und Mikrothrombozyten nur in vorhanden oder nicht-vorhanden



eingeteilt. Bei den Kategorien Ekzeme, Immundefekt und Infektionen hingegen
unterscheidet man nicht-vorhandene, milde, moderate oder starke Auspragung. Die
Kategorie Autoimmunerkrankungen oder maligne Neoplasie wird wiederum nur in nicht-
vorhanden oder vorhanden eingeteilt. Die Werte fur die jeweiligen Kategorien werden mit
Hilfe der Diagnosetabelle (vgl. Tabelle 1) gewichtet und dem Patienten so der

entsprechende WAS-Score-Wert zugewiesen.

Ein WAS-Score-Wert von 1 und 2 wird dem Phanotyp XLT, ein WAS-Score-Wert von 3
oder 4 dem klassischen WAS zugewiesen. Patienten die eine Autoimmunerkrankungen
oder eine maligne Neoplasie entwickeln, erhalten unabhangig von ihrem vorherigen Wert
einen Wert von 5 zugewiesen. Der Phanotyp intermittierende XLT (iXLT) erhalt den Wert
<1 und der Phanotyp XLN den Wert 0.

Da sich das Vollbild der Erkrankung erst im Laufe des Lebens entwickelt, ist dieses Score-
System bei Kindern, insbesondere Kleinkindern, nur eingeschrankt anwendbar (Jin et al.,
2004; Ochs, 2019). Zur Verlaufskontrolle nach Stammzelltransplantation hingegen scheint
es nutzlich (Albert et al., 2011).

Allgemein ist zu erwahnen, dass der WAS-Score ordinal skaliert ist und die einzelnen
Werte somit nur eine Reihenfolge darstellen. Das klinische Bild bei einem Wert von 4 ist
somit schwerer als bei einem von 2, allerdings lasst sich nicht sagen, dass es doppelt so

schwer ist.

Tabelle 1: WAS-Score-Diagnosetabelle nach Ochs, 2007, 2015.

Erkrankung XLN iXLT XLT Klassisches WAS
Score-Wert 0 <1 1 2 3 4
Thrombozytopenie - -+ + + + +
Mikrothrombozyten - + + + + +
Ekzeme - - - (+) + ++
Immundefekt -/(+) - -I(+) (+) + +
Infektionen -/(+) - - (+) + +/++

Autoimmunerkrankungen/

maligne Neoplasien

Angeborene Neutropenie

Myelodysplasie




1.2 Diagnostik

Die Verdachtsdiagnose Wiskott-Aldrich-Syndrom kann bei Jungen erwogen werden, die
unter haufigen Bluterglssen und Petechien leiden. Wird von rezidivierenden Infekten und
Infektionen  diverser Organsysteme und Ekzemen berichtet und ergeben
Blutuntersuchungen eine Thrombozytopenie oder Mikrothrombozyten, so sollte
weiterfuhrende Diagnostik auf Wiskott-Aldrich-Syndrom erfolgen. Am einfachsten und
sichersten erscheint hier eine Sequenzierungsanalyse des WAS-Gens. Die Diagnose
WAS qilt dann gemal den Kriterien in Tabelle 2 als gesichert, wenn eine Mutation im
WAS-Gen vorliegt und eine Thrombozytopenie von weniger als 70 000 Thrombozyten/mm?
sowie Mikrothrombozyten nachgewiesen werden (Conley et al., 1999). Alternativ zum
Mutationsnachweis des WAS-Gens koénnen auch Mikrothrombozytopenie und
Mikrothrombozyten bei Cousins, Onkeln oder Neffen mdutterlicherseits oder fehlende
Nachweisbarkeit des WASp oder seiner RNS in Lymphozyten dienen (Conley et al., 1999).
Allerdings reicht aber eine fehlende Nachweisbarkeit von WASp alleine nach aktuellem
Kenntnisstand nicht mehr zur Diagnosesicherung aus, da auch von Fallen eines WAS-
Phanotyps bei Patienten berichtet wurde, die keine Mutation im WAS-Gen aufwiesen,
sondern in dem fir WIP (Lanzi et al., 2012). Aufgrund der abbauhemmenden Rolle von
WIP fur WASp ist auch hier kein WASp nachweisbar, wenn kein funktionsfahiges WIP
vorliegt (ndheres unter Kapitel 2.3). Daher sollte in unklaren Fallen eine
Sequenzierungsanalyse des WAS-Gens und des WIP-Gens erfolgen. Diese sollte

ebenfalls bei schwerer kongenitaler Neutropenie erfolgen.

Bei gesicherter Diagnose sollte sich in der Regel weitere Diagnostik innerhalb der Familie
anschlieBen. Insbesondere auf der mditterlichen Seite muss bei der mannlichen
Verwandtschaft eine Ausschlussdiagnostik erfolgen. Auch der Tragerstatus von weiblichen
Familienmitgliedern (Mutter, Schwestern, Tanten) sollte zur Familienplanung erhoben

werden.

Ferner wurde von seltenen Fallen berichtet, bei denen Frauen betroffen waren. In der
Regel lagen hier neben einer Mutation im WAS-Gen, weitere X-chromosomale
Erkrankungen vor, welche zu einer Inaktivierung des X-Chromosoms ohne WAS-Mutation
und so letztlich zu einem WAS- oder XLT-Phanotyp fuhrten (Boonyawat et al., 2013; Inoue
et al., 2002; Lutskiy et al., 2002; Parolini et al., 1998; Zhu et al., 2002). Auch der oben
erwahnte Phanotyp, bei dem eine Mutation im WIP-Gen vorlag, wurde bei einer Patientin

diagnostiziert (Lanzi et al., 2012).



Tabelle 2: Diagnosekriterien fir das Wiskott-Aldrich-Syndrom nach Conley et al., 1999.

Diagnose gesichert

Mannlicher Patient mit angeborener Thrombozytopenie ( < 70 000 Thrombozyten/mm3),

Mikrothrombozytopenie und mindestens einer der folgenden Punkte:

1.
2.

Gesicherte Mutation im WAS-Gen.

Keine WAS messenger RNS in der Analyse von Lymphozyten mittels Northern Blot
nachweisbar.

Kein WAS-Protein (WASp) in Lymphozyten nachweisbar.

Mikrothrombozytopenie und Thrombozytopenie bei Cousins, Onkeln oder Neffen

mutterlicherseits.

Diagnose wahrscheinlich

Mannlicher Patient mit angeborener Thrombozytopenie ( < 70 000 Thrombozyten/mm?3),

Mikrothrombozytopenie und mindestens einer der folgenden Punkte:

1.
2.
3.
4.
5.

Ekzeme.

Pathologische Antikdrperantwort auf Polysaccharidantigen.
Rezidivierende bakterielle oder virale Infektionen.
Autoimmunerkrankungen.

Lymphome, Leukamien oder andere maligne Neoplasien.

Diagnose wahrscheinlich

Mannlicher Patient mit angeborener Thrombozytopenie ( < 70 000 Thrombozyten/mm?®) und

Mikrothrombozytopenie oder mannliche Patienten nach Splenektomie bei Thrombozytopenie,

auf die mindestens einer der folgenden Punkte zutrifft:

1.

o &~ N

Ekzeme.

Pathologische Antikdrperantwort auf Polysaccharidantigen.
Rezidivierende bakterielle oder virale Infektionen.
Autoimmunerkrankungen.

Lymphome, Leukdmien oder andere maligne Neoplasien.




1.3 Therapie

Konservative Therapie

Zur Pravention von Infektionen sollten mdglichst frihzeitig Impfungen gegen
Pneumokokken, Meningokokken und Haemophilus influenzae erfolgen (Klein, 2006;
Schuster et al., 2004). Hierbei sind Totimpfstoffe zu bevorzugen (Ochs, 2007). Des
Weiteren konnten mit regelmaidigen prophylaktischen intravenosen
Immunglobulingaben, die in schweren Fallen um Antibiotikatherapie erganzt wurden,
gute Erfahrungen gemacht werden (Ochs, 2007). Die Therapie von Infektionen
erfolgt ebenfalls durch dieses Regime und wird durch symptomatische Therapie
sowie ggf. durch spezifische antivirale Therapie (z.B. Aciclovir bei Windpocken)
erweitert (Ochs, 2007).

Zur Therapie der Thrombozytopenie und der damit verbundenen Blutungsneigung ist
im Falle einer massiven Blutung die Transfusion von Thrombozytenkonzentraten
angezeigt (Ochs, 2019). Eine Splenektomie kann bei ausgewahlten Patienten mit
den Phanotypen WAS und XLT erwogen werden, sollte aber bei angestrebter
Knochenmarktransplantation unterbleiben, da hierdurch die Gefahr postoperativer
Septikdmien steigt (Ochs, 2019; Oshima et al., 2015). Nach Splenektomie wurde
eine Abschwachung der Thrombozytopenie und Blutungsneigung beschrieben,
jedoch erhohte sich das Sepsisrisiko, was gegebenenfalls wiederum eine
lebenslange antibiotische Abdeckung noétig machte (Litzman et al., 1996; Mullen et
al., 1993). Ekzeme sollten zum einen durch grindliche Hautpflege, zum andern aber
auch durch topische, ggf. systemische, Steroide oder sogar Ciclosporine behandelt
werden (Klein, 2006). Sollte es im Verlauf zu Autoimmunerkrankungen kommen, sind
Therapien mit Steroiden, hoch dosierten Immunglobulinen und Immunsuppressiva
indiziert (Ochs, 2019; Schuster et al., 2004). Auch eine Therapie mit monoklonalen
Antikérpern gegen CD20-Antigen, wie Rituximab, kann erwogen werden (Ochs,
2019).

Interventionelle Therapie

Der derzeit einzige kurative Ansatz in der klinischen Routine ist die allogene
Knochenmarktransplantation, die moéglichst friihzeitig erfolgen sollte, um die Gefahr
von Autoimmunerkrankungen und malignen Neoplasien sowie opportunistischen

Erkrankungen zu reduzieren (Schuster et al., 2004). Sie sollte deshalb innerhalb der



ersten 2 Lebensjahre erfolgen. Das Outcome fur Patienten, fir die ein HLA-
identischer Spender gefunden wurde, ist gut (Filipovich et al., 2001; Friedrich et al.,
2009; Kobayashi et al., 2006; Ozsahin et al., 2008; Pai et al., 2006; Shin et al., 2012).
Aber auch bei schlechterer HLA-Ubereinstimmung hat sich das Outcome verbessert
(Moratto et al., 2011; Shin et al., 2012). Bei Patienten mit WAS und einem Score
zwischen 3 und 5 sollte eine Transplantation vorrangig als therapeutisches Ziel
betrachtet werden (Ochs, 2019). Bei Patienten, die an XLT leiden, ist grundsatzlich
mit einem milderen Verlauf der Erkrankung zu rechnen, insbesondere unter
grundlicher  konservativer  Therapie.  Allerdings ist auch hier eine
Knochenmarktransplantation mit einem besseren Outcome verbunden (Oshima et
al., 2015).

Des Weiteren wurde vor einigen Jahren im Rahmen spezifischer Studien ein
gentherapeutisches Verfahren durchgefuhrt (Aiuti et al., 2013; Boztug et al., 2010;
Braun et al., 2014). Hier wurde mittels retro- oder lentiviraler Vektoren eine gesunde
Kopie des WAS-Gens in hamatopoetische Stammzellen eingeschleust und diese
dann den Patienten transplantiert. Bei diesen Studien zeigten sich die klassischen
Symptome wie Ekzeme, Immunschwache, Thrombozytopenie und

Autoimmunerkrankungen rucklaufig (Ochs, 2019).

Auch wenn Gentherapie in Zukunft die Behandlungsmethode der Wahl werden kann,
birgt sie zum jetzigen Zeitpunkt noch viele Unwagbarkeiten, wie z.B. Neoplasien

somit ist die Gentherapie in der klinischen Routine noch nicht verflugbar.

1.4 Prognose

Das unbehandelte WAS fuhrt in der Regel innerhalb des ersten Lebensjahrzehnts zum
Tod. Haupttodesursache sind schwere Blutungen, daneben sind maligne Neoplasien bei
WAS-Patienten mit einer schlechten Prognose assoziiert (Sullivan et al., 1994). Auch ist
mit Todesfallen durch Infektionen zu rechnen. XLT und XLN gehen mit einer deutlich
besseren Prognose einher. Patienten haben hier eine kaum eingeschrankte
Lebenserwartung (Albert et al., 2010).



2 Molekulare Grundlagen
2.1 Wiskott-Aldrich-Syndrom-Gen und Wiskott-Aldrich-

Syndrom-Protein

2.1.1 Das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Gen (WAS-Gen)

Das WAS-Gen kodiert fir WASp und liegt auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms
(Xp11.22-p11.23) (Derry et al., 1994). Es besteht insgesamt aus 12 Exons mit einer
Gesamtlange von 1820 bp, die eine cDNS von 1509 bp umfassen (Derry et al., 1994).
Ursachlich  fir das Syndrom sind Mutationen innerhalb dieses Gens.
Sequenzierungsanalysen ergaben hierbei das gesamte Spektrum an Mutationen. So
wurden Missense-, Nonsense- und Spleillmutationen, ebenso wie Insertionen und
Deletionen nachgewiesen (Ochs, 2019; Ochs et al., 2009). Eine Analyse von Jin et al. aus
dem Jahr 2004 von 227 nicht-verwandten Patienten ergab, dass mit 35,3 Prozent
Missensemutationen am verbreitesten sind, gefolgt von Spleilimutationen mit 19,4 Prozent
sowie kurzer Deletionen unterhalb von 10 bp mit 17,6 Prozent und Nonsensemutationen
mit 15,4 Prozent (Jin et al., 2004; Ochs, 2019). Insertionen mit 7,9 Prozent und komplexe

Mutationen mit 4,4 Prozent waren somit weitaus seltener (Jin et al., 2004; Ochs, 2019).

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Verteilung der 5 hdufigsten Mutationen im WAS-Gen. Nach Jin et al.,
2004; AS=Aminoséaure, FS=Frameshift

Mutation Prozentsatz |Vorherrschender
Phanotyp
NM_000377.3(WAS):c.134C>T Thr45Met 31 % XLT
NM_000377.3(WAS):c.256G>A/G/T Arg86Ser/Gly/Cys XLT
NM_000377.3(WAS):c.257G>A/T  Arg86His/Leu 75 9
NM_000377.3(WAS):c.559+5G>A  Stopp durch FS an AS 26 % XLT
190/normal

NM_000377.3(WAS):c.631C>T Arg211Ter 44 % WAS
NM_000377.3(WAS):c.777+1G>A  Stopp durch FS an AS 246 4.4 % WAS
Insgesamt 22.0 %

Im Rahmen dieser Analyse konnten auch funf Hotspots fur Mutationen entdeckt werden
(vgl. Tabelle 3), die als ursachlich fir WAS oder XLT diagnostiziert wurden und dreimal zu
einem vorzeitigen Stoppcodon sowie zweimal zu Missensemutationen flihren. Am

haufigsten war die Aminosaure Arginin 86 (Arg86) betroffen. Flur diese Aminosaure kodiert




das Triplett CGC (nt: 256-258). An Position C256 wurden Nucleotidwechsel sowohl zu A,
G oder T beschrieben, welche im exprimierten Protein zu den Mutationen Arg86 Ser, Gly,
Cys fluhren und an Nucleotidposition G257 Wechsel zu A und T mit dem
Aminosaurewechsel His respektive Leu. Die Stoppmutation C631T/Arg211Ter und die
Spleilmutation 777+G>A, die zu einem Stoppcodon bei Aminosaure 246 fuhren, sind mit
WAS assoziiert und rangierten gemeinsam an zweiter Stelle. An dritter Stelle kam die
Mutation C134T/Thr45Met. Am seltenstes innerhalb dieser Studie kam die Spleimutation
559+5G>A vor, die durch einen Frameshift zu einem Stoppcodon an Aminosaure 190 fuhrt.
Insgesamt machten diese Mutationen knapp ein Viertel der hier untersuchten Kohorte aus
und wurden noch in einer weiteren Arbeit als Hotspots bestatigt (Jin et al., 2004). In zwei
Metaanalysen zeigten Ochs et al. 2007 und 2016, dass Missensemutationen vor allem in
den Exons 1 bis 4 vorkommen (vgl. Abbildung 1) (Ochs, 2007, 2019). Deletionen und
Insertionen waren entlang des gesamten Gens verteilt und SpleiBmutationen vor allem in
den Exons 6, 8, 9, und 10 zu finden. Insgesamt sind die Exons 1 bis 4 am haufigsten von

Mutationen, insbesondere Missensemutationen, betroffen. Dies ist zu betonen, da sie fir

i i 302
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WIP binding region roline rid

CRIB domain SH2 binding
PH domain (GBD) domain
M 3 4 3| 6 7 -ﬂ 9 11 C
I
5 47 105 137 238 257 430 469 12
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r ; ; + Complex
- del of 1322 base pairs {-719 to intron 2+1)

Abbildung 1: Verteilung von Mutationen, die WAS und XLT verursachen, entlang des
WAS-Gens. Aus Ochs, 2019.
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die WH1-Domane kodieren, welche fur die Interaktion zwischen WASp und WIP zustandig

und somit flr die WASp-Homoostase wichtig ist (s. hierzu Kapitel 2.4).

2.1.2 Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (WASp)

Das WASp ist ein Protein von 502 Aminosauren und einem Molekulargewicht von etwa 53
kDa. Es wird exklusiv, dort aber konstitutiv, in Zellen der hamatopoetischen Linien
exprimiert (Blundell et al., 2010; Derry et al., 1994). Das Protein gliedert sich in mehrere
Domaéanen, von denen vier funktionell besonders hervorstechen (vgl. Abbildung 2). Am N-
Terminus liegt die WASp-Homology-Domain 1 (WH1-Domane). |Ihr folgen die GTPase
Binding Domain (GBD) und die Proline-Rich-Region (PPP) (Massaad et al., 2013). C-
Terminal schlieBt sich noch ein Domanenkomplex an, der aus der Verprolin-Homology-
Domane (V), der Cofilin-Homology-Domane (C) und der Acidic-Domane (A) besteht
(Massaad et al., 2013). Dieser Komplex wird zusammenfassend als VCA-Domane
bezeichnet. WASp ist ein autoinhibierendes Protein, welches in den zwei Zustanden aktiv
und inaktiv vorliegen kann. Im inaktiven oder autoinhibierten Zustand geht die VCA-
Domaéne eine Bindung mit der GBD-Domane ein, wobei im Bereich der PPP-Domane eine
Schleife gebildet wird (Kim et al., 2000). WASp ist ein zytoplasmatisches Protein, mit einer
hohen Konzentration an der Zellmembran (Rivero-Lezcano et al., 1995). Die in Kapitel
2.1.1 beschriebenen Mutationen resultieren in einer signifikant unterschiedlichen
Nachweisbarkeit des Proteins im Patientenblut (Jin et al., 2004). Missensemutationen
fuhren in der Regel zu deutlich erhdht nachweisbarem Protein, Splei3- und
Nonsensemutationen sowie Insertion und Deletionen hingegen fihren zu einer deutlich
reduzierten Nachweisbarkeit des Proteins (Jin et al., 2004).
* WH1-Domane

Die N-terminal gelegene WH1-Domane ist ein Vertreter der in einigen Proteinen
wiederkehrenden Ena/Vasp Homology domain 1 (EVH1) und wird von den Exons 1
bis 4 kodiert. Sie erstreckt sich von den Aminosauren 39 bis 148 und ist fur die
Vermittlung der Interaktion mit dem WASp-Interacting-Protein (WIP) zustandig
(Ramesh et al., 1997). Unmittelbar wird diese Interaktion durch eine hydrophobe
Tasche von WASp etabliert. Im Jahr 2007 veroffentlichten Peterson et al. ein 3D-
Modell der WH1-Domane, welches mit Hilfe der Magnetresonanzspektroskopie
erstellt worden war (Peterson et al., 2007). Dieses zeigt die Aminosauren 26-147
des N-WASp von rattus norvegicus in Komplex mit dem WASp-Bindemotiv (AS 451-
485) des menschlichen WIPs (Peterson et al., 2007). Eine Analyse der
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Aminosauresequenzen der humanen und der WH1-Domane der Ratte mittels einer
Genomdatenbank flr Nucleotidvergleiche (NCBI Blast blastn suite (Nucleotide
BLAST, 2017)) ergab, dass diese zu 53 % Ubereinstimmen und die Aminosauren zu
74 % chemisch verwandt sind (vgl. Abbildung 3). Aufgrund der Ahnlichkeit von 74 %
in dieser funktionellen Domanen und, wie von Volkman et al. gezeigt, einer hohen

strukturelle Ahnlichkeit zwischen bekannter EVH1-Domanen diverser Proteine und

(a)

—— EVH1/WH1

(b)

—— EVH1/WH1

|

b

Abbildung 2: Modell des WASp in Interaktion mit WIP. Es sind die einzelnen Doménen
farblich abgesetzt. An der WH1-Doméne sind durch die Quadrate K76 und K81 die
Ubiquitinylierungsdoménen, an der GBD-Domédne durch Quadrat Y291 die
Phosphorylierungsstelle dargestellt. In (a) liegt das inaktive WASp im Komplex mit WIP
vor. Dieser Komplex schirmt die Ubiquitinylierungsdoméne von Ubiquitin (Ub) ab und wird
durch die Bindung zwischen der WH2-Doméne des WIP und der VCA-Doméne des WASp
stabilisiert. In (b) ist Y291 phosphoryliert (roter Stern) die VCA-Doméne interagiert nicht
mehr mit der WH2-Doméne und somit bindet WIP schwécher an WASp;(eigene Grafik).

EVH1/WH1: WH1-Doméne; GBD: GBD-Doméne; PPP: PPP-Doméne; VCA: VCA-
Doméne; K76,K81: Ubiquitinylierungsdoméne des WASp, Y291: Phosphorylierungsstelle
des WASp,; WIP: WASp-Interacting-Protein; WH2: WH2-Doméne des WIP; Ub: Ubiquitin;
roter Stern: zeigt Phosphorylierung von Y291 an.
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der EVH1-Domane WH1 des N-WASps der Ratte soll dieses 3D-Modell hier

orientierend fur das humane WASp herangezogen werden (Volkman et al., 2002).

Die WH1-Domane ist gekennzeichnet durch eine hydrophobe Tasche, die auf der

einen Seite durch ein C-férmiges B-Faltblatt, auf der anderen Seite durch eine

random-coil-Struktur und eine a-Helix gebildet wird (vgl. Abbildung 4). Uber diese

Domane wird die Interaktion mit WIP vermittelt, was in der ruhenden Zelle zur

Ausbildung des WASp-WIP-Komplexes flhrt.

Dieser ist zum einen wichtig fur die WASp-HomoOostase, da WIP die

Ubiquitinylierungsdomane von WASp an K76 und 81 verdeckt. Zum anderen
stabilisiert sie die inaktive Form von WASp (Kim et al., 2000; Massaad et al., 2013).
Ferner ist die WASp-WIP-Interaktion fur die Aktinpolymerisation bedeutsam, da

WASp und WIP bei dieser gleichermalien beteiligt sind (ndheres hierzu unter Kapitel

identische AS dhnliche As Liicken

58/110(53%) 82/110(74%) 2/110(1%)

rattus norvegicus 1 LGKKCVIMSSAVVOLYAR--DRNCMWSKKCSGVACLVKDNPORSYFLRIFDIKDGKLLWE
LG+KC+T+++AVVQOLY A W+K+ G C VKDNPQ+SYF+R++ ++ G+LLWE

homo sapiens 1 LGRKCLTLATAVVOLYLALPPGAEHWTKEHCGAVCFVKDNPOKSYFIRLYGLOAGRLLWE

rattus norvegicus 59 QELYNNFVYNSPRGYFHTFAGDTCQVALNFANEEEAKKFRKAVTDLLGRR 108
QELY+ VY++P +FHTFAGD CQ LNFA+E+EA+ FR V + + +R

homo sapiens 61 ODELYSQLVYSTPTPFFHTFAGDDCOAGLNFADEDEAQAFRALVQEKIQKR 110

58

60

Abbildung 3: Alignment der Proteinsequenz der WH1-Doménen von N-WASp Ratti
norvegici und WASp Hominis sapientis. In der mittleren Spur ist ein Consensus
aufgetragen, wobei Buchstaben eine Ubereinstimmung in den Sequenzen widerspiegeln.
Ein Pluszeichen (+) zeigt einen Austausch in Aminosduren mit chemisch &hnlicher
Eigenschaft an. Insgesamt sind die Aminosduren in beiden Sequenzen hochkonserviert.

Software-Alignment-Analyse nach Blast-Suite des NCBI's (Nucleotide BLAST, 2017)
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Abbildung 4: Sekundarstruktur der WH1-Domane des N-WASp (Rattus norvegicus) und
des WAS-Bindemotiv des WIP (Homo sapiens). B-Faltblatt: gelb; a-Helix: rot; N-Terminus:
orange; C-Terminus: blau; WAS-Bindemotiv des WIP: anthrazit. Eigenes Bild erstellt mit
der Software Pymol aus dem 3D-Modell nach Peterson et al., 2007.

GBD-Domane

Die genetische Information der GBD-Domane liegt auf den Exons 7 und 8, die
Domane selbst erstreckt sich von Aminosaure 236 bis 253 (Massaad et al., 2013).
Sie besteht aus vier a-Helices sowie einer kleinen B-Faltblatt-Struktur, die C-terminal

liegt.

Sowohl im aktiven als auch im inaktiven WASp nimmt die GBD-Doméne eine
wichtige Rolle ein. Beim inaktiven WASp bindet sie an die VCA-Domane, wobei die
PPP-Domane eine Schleife bildet (ndheres hierzu unter Kapitel 2.3.1) (Kim et al.,
2000). Nach Aktivierung eines T-Zellrezeptors und anschlieRender Signaltransduktion
bindet als finaler Effektor die aktivierte GTPase CDC42 an dieser Domane und
verdrangt die VCA-Domane, welche nun ins Zytosol reicht. In der GBD-Domane
findet sich auch die Phosphorylierungsstelle Y291. Ebenso liegen hier die
Mutationen, die zum Phanotyp XLN fuhren und das Binden der VCA-Domane an
GBD-Domane verhindern (Devriendt et al., 2001).
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* PPP-Domane
Die PPP-Domane wird von Exon 10 kodiert und umfasst somit Aminosauren 310 bis
446. Namensgebend ist der hohe Anteil der Aminosaure Prolin von knapp 42
Prozent. Sie tragt das SH3-Bindemotiv PLPPXP, welches die Interaktion mit einer
Vielzahl an Signal- und Adaptorproteinen wie Grb2, Fyn, Src, BTK, ITK und PSTPIP1
ermoglicht (Massaad et al., 2013). Die Anzahl an Interaktionspartnern dieser
Domane lasst eine bedeutende Rolle von WASp innerhalb der zytoplasmatischen

Signalkaskade vermuten (Imai et al., 2004).

« VCA-Domane

Die als VCA-Domane bezeichnete Region ist nicht klar umschrieben und setzt sich
wiederum aus der Verprolin-Homology-Domane (V), der Cofilin-Homology-Domane
(C) und der Acidic-Domane (A) zusammen und wird durch die Exons 11 und 12
kodiert (Massaad et al., 2013). Sie enthalt die fur die Aktinpolymerisation wichtige Arp
2/3-Komplex-Bindedomane, welche den Arp 2/3-Komplex synergistisch mit dem
Partnerprotein Cortactin aktiviert (Weaver et al., 2003). Daneben verfugt sie selbst
auch uber die WH2-Domane, welche sich von Aminosauren 430 bis 447 erstreckt,
mit WIP interagiert, dadurch die WASp-WIP-Bindung verstarkt und die inaktive Form
von WASD stabilisiert (Fried et al., 2014; Kim et al., 2000).

2.2 WIPF1-Gen und WASp-Interacting-Protein (WIP)

Das WASp-Interacting-Protein (WIP) wurde erstmals 1997 von Ramesh et al. als
Interaktionspartner von WASp beschrieben (Ramesh et al., 1997). Das dazu gehoérige Gen
WIPF1 liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 2 an Position Xp11.22—Xp11.23 und
umfasst 10 Exons (NCBI Gene - WIPF1, 2016; Ramesh et al., 1997). Seine cDNS hat eine
Gesamtlange von 1512 bp, die ein Transkript von 503 Aminosauren mit etwa 51 kDa
ergeben (NCBI Gene - WIPF1, 2016; Uniprot: WIPF1, 2016). WIP ist das namensgebende
Protein fur eine Familie von Proteinen, zu der neben WIP, auch WICH/WIRE, CR16 und
mini-WIP gehoren (Fried et al., 2014). Alle Mitglieder dieser Familie tragen N-terminal die
sogenannte V-Domane (Fried et al., 2014). Diese Domane ist ein Komplex aus
aktinbindenden Motiven und WASp-Homology-2 (WH2)-Domanen, deren Funktion die
Zellorientierung und Aktinpolymerisation ist. Eine weitere wichtige Funktion der WH2-
Domanen ist die Interaktion mit der VCA-Domane von WASp, welche zum einen die
inaktive Form von WASp stabilisiert und zum anderen die Bindungsaffinitat zwischen WIP
und WASp starkt (Fried et al., 2014). Des Weiteren tragt WIP noch einige Motive, die an
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der intrazellularen Signaltransduktion beteiligt sind (Antén et al., 1998; Donnelly et al.,
2013; Sasahara et al., 2002).

Fur die WASp-Homoostase ist das WASp-Bindemotiv besonders zu betonen, welches sich
von Aminosaure 451 bis 485 erstreckt (Peterson et al., 2007; Volkman et al., 2002). Durch
die Bindung wird die Ubiquitinylierungsdoméane von WASp maskiert und der schnelle
WASp-Abbau verhindert.

Dies zeigt sich an der bislang einzigen Mutation von WIPF1, die zu einem WAS-Phanotyp
fuhrt, bei der gerade dieses Bindemotiv fehlt (Lanzi et al., 2012). Bei diesem Phanotyp, der
auch als Wiskott-Aldrich-Syndrom 2 bezeichnet wurde, kommt es durch die Mutation
NM_001375834.1(WIPF1):c.1301C>G (p.Serd434Ter) zu einem Stoppcodon, welche zu
einem Syntheseabbruch des Proteins kurz vor der Interaktionsdomane mit WASp flhrt
(Lanzi et al., 2012). Hierdurch erklart sich der gleiche Phanotyp wie bei WASp, da die
Maskierung der Ubiquitinylierungsdomane entfallt und WASp somit verstarkt abgebaut

wird.

Als Biosyntheseprodukt des WIP-Gens sind 4 Isoformen bekannt, wobei die
Konsensussequenz der Isoform 1 entspricht und das oben beschriebene Protein von 503
Aminosauren und einem Gewicht von 51 kDa ergibt (Uniprot: WIPF1, 2016). Isoform 2
tragt ab Aminosaure 487 die Aminosauresequenz GluTyrPheCysGInGlyPhe und ist somit
10 Aminosauren kurzer als Isoform 1 und mit etwa 50 kDa auch etwas leichter (Uniprot:
WIPF1, 2016). Isoform 3 hingegen wird durch die Aminosauresequenz
ProProLysGInAlaAlaGlu nach Position 503 verlangert und ist daher mit knapp 52 kDa
wiederum etwas schwerer als die Konsensussequenz (Uniprot: WIPF1, 2016). Isoform 4
hat eine Deletion zwischen Aminosauren 220 und 364 und ist folglich mit etwa 36 kDa
deutlich leichter (Uniprot: WIPF1, 2016). Zu diesen Isoformen sind keine Pathologien
beschrieben, was vermutlich an der bei allen vier unveranderten WASp-Bindesequenz, die
zwischen Aminosauren 451 und 485 lokalisiert ist, liegt (Volkman et al., 2002). Des
Weiteren gibt es Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single nucleotide polymorphism,
SNP), welche zu natlrlichen Varianten des Proteins fihren, wie zum Beispiel Asn119Asp,
Asp20His oder die Insertion Pro360Val.

Ein recht haufiger SNP mit der Nummer des Reference SNP Cluster Report rs4972450
fuhrt durch einen Nukleotidaustausch von C zu T an Nukleotidposition 512 zu einem

Wechsel von Prolin zu Leucin an Aminosaureposition 198 (Yates et al., 2016). Dieser
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Polymorphismus ist weltweit verbreitet, allerdings mit deutlich unterschiedlicher Frequenz
in verschiedenen Ethnien. So kommt er bei Afrikanern der Subsaharazone und deren
Nachfahren in den Vereinigten Staaten mit 19 % am haufigsten vor, gefolgt von Asiaten
aus sudlichen Landern wie Pakistan und Bangladesch sowie deren Nachfahren im
Vereinigten Konigreich und den Vereinigten Staaten mit 13 %. Personen aus Europa
(Finnland, Spanien, ltalien) und solche aus den Vereinigten Staaten mit europaischen
Vorfahren tragen rs4972450 mit einer Wahrscheinlichkeit von 5 %, knapp gefolgt von
Lateinamerikanern und den amerikanischen Ureinwohnern mit 3 %. Am seltensten ist er
bei Ostasiaten (China, Japan, Vietham) mit 1 % zu finden (Yates et al., 2016). Dieser ist in
der ClinVar Datenbank des NCBI's als benigne eingestuft (NCBI ClinVar -
VCV000403608.3, 2021). Diese Einstufung lasst sich bereits anhand der Frequenz

vermuten, da diese deutlich Uber der des Wiskott-Aldrich-Syndroms liegt.

2.3 Physiologie

Zellen der hamatopoetischen Reihen bilden Organsysteme, die sich nicht in einem
umschriebenen Raum befinden. Bekanntestes Beispiel sind hier wohl die Erythrozyten, die
den groten Anteil des Organsystems Blut ausmachen. Darin enthalten sind allerdings
noch weitere Zellen der hamatopoetischen Reihe, wie Thrombozyten und Lymphozyten.
Letztere sind in der Lage den Blutstrom zu verlassen und konnen in das umliegende
Gewebe einwandern. Diese Zellmigration folgt inflammatorischen Stimuli entlang eines
Gradienten von Cytokinen, sie wird als Chemotaxis bezeichnet und bedarf eines
koordinierten Ablaufs. Beginnend mit Adhasion der Zelle am Blutgefal3, weiter Uber
transendotheliale Migration bis hin zur Phagozytose von Erregern oder Fremdstoffen
erfordern diese Schritte eine Anderung der Zellform. Aber auch die Bildung der
immunologischen Synapse und Interaktionen von Zellen untereinander sind nur dadurch
moglich. Diese Veranderung gelingt durch den Umbau des Cytoskeletts der Zelle, welches
zu einem Groldteil aus Aktinfilamenten besteht. Dabei kommen WASp und WIP
aulderordentliche Bedeutung zu:

Zunachst wird WASp durch WIP zum Ort der Aktinpolymerisation geflhrt (Antdn et al.,
2007). Die de novo-Synthese von Aktinfilamenten (F-Aktin) aus monomerem Aktin (G-
Aktin) ist energetisch sehr ungunstig (Frieden, 1983). Um die Polymerisation aus G-Aktin
nun energetisch gunstiger zu gestalten, dient der Arp 2/3-Komplex als
Polymerisationskeim (Machesky et al., 1997; Machesky & Gould, 1999). Dies gelingt, da

die zwei Untereinheiten Arp 2 und Arp 3 des Komplexes eine hohe strukturelle Ahnlichkeit
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zu Aktin aufweisen und so ein bereits bestehendes Filament nachahmen kdnnen
(Machesky et al., 1997; Machesky & Gould, 1999). Der Komplex muss allerdings durch
Proteine der WASp-Familie aktiviert werden, deren C-terminale VCA-Domane sowohl G-
Aktin als auch den Arp 2/3-Komplex bindet (Higgs et al., 1999). Durch Phosphorylierung
der Serinreste 483 und 484, welche in der VCA-Domane liegen, kann die Affinitat dieser
zum Arp 2/3-Komplex erhéht und die Aktinpolymerisation verbessert werden (Torres &
Rosen, 2003).

2.3.1 WASp-WIP-Komplex
WASp und WIP liegen in ruhenden Lymphozyten bis zu 80 % als Komplex vor (de la

Fuente et al., 2007). Diesem Komplex fallen verschiedene Aufgaben zu. So stabilisiert er
die inaktive Form von WASp und vermittelt die Lokalisation von WASp in der Nahe der
Zellmembran insbesondere an Podosomen (Chou et al.,, 2006; Kim et al., 2000). Die
wichtigste Aufgabe dieses Komplexes jedoch ist die Aufrechterhaltung der WASp-
Homoostase. Dies gelingt durch die Maskierung der Ubiquitinylierungsdomane von WASp
durch WIP und somit der Reduktion des Abbaus von WASp sowie die bereits erwahnte
Stabilisierung der inaktiven Form (Kim et al., 2000; Reicher et al.,, 2012). Die
Hauptinteraktion wird auf Seiten von WASp durch die N-terminale Tasche der WH1-
Domane, die sich von den Aminosauren 39 bis 148 erstreckt, vermittelt (Ramesh et al.,
1997).

Auf Seiten von WIP ist das WASp-Binde-Motiv, welches sich von Aminosaure 451 bis 485
erstreckt, beteiligt (Peterson et al., 2007; Volkman et al., 2002).

Die Tasche der WH1-Domane besteht in ihrem Zentralbereich an ihrer Oberflache aus
aromatischen, hydrophoben Aminosaureresten, die die Polyprolin-Helix des WIP (AS: 461-
468) aufnimmt (Anton et al., 2007; Peterson et al., 2007). Diese hydrophobe Interaktion
wird N- und C-terminal durch zwei elektrostatische Interaktionen verstarkt (Antéon et al.,
2007; Peterson et al., 2007).

Daneben gibt es noch eine weitere, die Bindungsaffinitat von WASp und WIP erhéhende,
Interaktion zwischen der VCA-Domane von WASp und der WH2-Domane von WIP, die

auch fur die Stabilisierung der inaktiven Form zustandig ist (Fried et al., 2014)

2.4 WASp-Homoostase
Die Homobostase von WASp wird auf der einen Seite durch die Proteinsynthese, auf der

anderen Seite sowohl durch das Proteasom als auch Calpain, eine Calcium-abhangige
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Cystein-Protease, aufrechterhalten (Blundell et al., 2010; Derry et al., 1995; Fried, et al.,
2014). Die Konservierung einer bestimmten Menge WASp in der Zelle ist flr die
Chemotaxis von elementarer Bedeutung, da die Anzahl der Podosomen in direktem
Verhaltnis zur Menge an WASp steht (Massaad et al., 2011). So fuhrt ein Mangel zu einer
deutlich reduzierten Anzahl an Podosomen und verhindert somit eine erfolgreiche
Zellmigration (Blundell et al., 2010; Dovas & Cox, 2010). Ein Uberschuss an WASp
hingegen wirde den zur Migration noétigen Gradienten zwischen an der
Podosomenausbildung beteiligten und unbeteiligten Bereichen der Zellmembran storen

und sie somit wiederum behindern (Massaad et al., 2011; Worth et al., 2013).

Wie die WASp-Synthese und somit dessen Homdostase reguliert wird, ist derzeit noch
unbekannt. Es ist lediglich bekannt, dass ein Mangel an WASp, wie er beim Wiskott-
Aldrich-Syndrom auftritt, zu keiner Erhdhung seiner mRNS fuhrt (de la Fuente et al.,
2007). Es gibt somit wohl keinen Feedbackmechanismus, der die Produktion auf der

Ebene der Genexpression beeinflusst.

Auch wie der Abbau respektive der Proteinumsatz von WASp reguliert wird, unterliegt
derzeit noch der Diskussion. So kommen unterschiedliche Autoren einiger
Ubersichtsarbeiten beim Auswerten der gleichen Studien zu widerspriichlichen
Schlussfolgerungen (Blundell et al., 2010; Fried et al., 2014; Massaad et al., 2013). Fried
et al. postulierten im Jahre 2014, dass sich der WASp-WIP-Komplex nach T-Zell-Rezeptor-
Aktivierung (TCR-Aktivierung) und anschlieRender Phosphorylierung von WIP auflést und
so die Ubiquitinylierungsdomane von WASp freigegeben wird, WASp ubiquitinyliert und
schliel3lich dem Proteasom zugefiihrt wird (Fried et al., 2014). Blundell et al. hingegen
postulierten 2010, dass WASp im Rahmen des regularen Proteinumsatz durch das
Proteasom, nach Aktivierung und Phosphorylierung hingegen durch Calpain abgebaut wird
(Blundell et al., 2010). Beide Abbauwege wurden nachgewiesen und durfen somit als
gesichert gelten. Der Abbau von WASp durch das Proteasom erfolgt nach
Ubiquitinylierung des Proteins durch die E3-Ubiquitin-Ligase CBL-B und C-CBL (Reicher
et al., 2012). Hierbei bindet die jeweilige Ligase im Bereich der GBD-Domane und
ubertragt Ubiquitin auf die Argininreste 76 und 81, welche in der WIP-Bindestelle liegen
und im Zustand des WASp-WIP-Komplexes durch WIP maskiert sind (Massaad et al.,
2011; Reicher et al., 2012). Voraussetzung fir das Binden der Ubiquitinligase ist die
Phosphorylierung des Tyrosinrests 291 von WASp, der im Bereich der GBD-Domane liegt
(Reicher et al., 2012). Derzeit sind die Umstande der Phosphorylierung nicht abschliel3end
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geklart. Dovas und Cox diskutierten diese und fuhrten Studien an, die sowohl die
Phosphorylierung nach TCR-Aktivierung und anschlielRender Aktivierung von WASp
zeigten, als auch als transienten Effekt im Rahmen des Proteinumsatzes (Dovas & Cox,
2010).

Ebenfalls sicher beschrieben ist der Abbau von WASp durch die Familie der Calcium-
regulierten Protease Calpain (Blundell et al., 2010; Fried et al., 2014; Massaad et al.,
2013). Im Gegensatz zu den meisten anderen Proteasen schneiden diese nicht an einer
durch die Abfolge von Aminosauren bestimmten Schnittstelle, sondern sie schneidet an
durch die Tertiarstruktur bestimmten Stellen (Cuerrier et al., 2005). Aktiviert wird diese

Familie durch den Anstieg an Calcium im Zytosol (Khorchid & lkura, 2002).

Ein denkbares Szenario beim Calpain-vermittelten Abbau von WASp ware, dass im
Rahmen der TCR-Aktivierung, und der damit verbundenen Ausschuttung von Calcium als
second messenger sowie der Aktivierung von CDC42, zum einen WASp aktiviert wird und
somit die Aktinpolymerisation beginnt und zum anderen, fast simultan, WASp durch
Calpain abgebaut wird. Im Rahmen der Chemotaxis ist ein rascher Wechsel im Auf- und

Abbau von Podosomen notig, um die Migration zu ermoglichen.

2.4.1 WASp-Aktivierung durch intrazellulare Signalwege

WASp liegt innerhalb der Zelle im Komplex mit WIP und in einer autoinhibierten Form vor
(vgl. Kapitel 2.3.1). Nach Aktivierung der Zelle wird der WASp-WIP-Komplex durch
Bindung von Adapterproteinen an die PPP-Domane und durch Bindung der
Signalproteinen CrKL und Nck an die Zellmembran gelotst (Antdn et al., 1998; Massaad et
al., 2013; Sasahara et al., 2002). Als Zielprotein vieler Signalwege kann WASp durch
verschiedene Proteine wie etwa durch das Binden der GTPase CDC42 an die GBD-
Domane, von Phospholipiden aus der PIP2-Familie an die BR-Domane, der
Adapterproteine Toca-1, Nck und Grb2 an die PPP-Domane aus der autoinhibierten in die
aktive Form versetzt werden (Massaad et al., 2013). Dies fuhrt zum Ausklappen des VCA-
Domanenkomplexes. Nun bindet die V-Domane G-Aktin und die A-Domane den Arp 2/3-
Komplex (Massaad et al., 2013). Das G-Aktin wird durch diesen Komplex in Aktinfilamente
verbaut. Durch diese Aktinpolymerisation entstehen Podosomen oder die immunologische

Synapse.

2.5 Pathophysiologie und -genese
Die Rolle von WASp bzw. des WASp-WIP-Komplexes bei der Chemotaxis, der Bildung der
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immunologischen Synapse, sowie allgemein der Modulation und Reorganisation der

Zellmembran, erklaren die Wichtigkeit dieses Proteins bei der Immunabwehr.

2.5.1 Die Pathophysiologie auf intrazellularer Ebene

Die Aktivierung von WASp erfolgt Gber die Phosphorylierung der Aminosaure Y291 durch
die Kinase CDC42, welche an vielen intrazellularen Signalwegen beteiligt ist.

In der aktivierten Form von WASp I6sen sich die GDB- und die VCA-Domane voneinander
und letztere bindet Arp 2/3 und beeinflusst so die Aktinpolymerisation, welche
Voraussetzung fur die Reorganisation des Cytoskeletts und somit z.B. fur die Chemotaxis

ist.

Ursachlich fur das Krankheitsbild von WAS sind die Storungen dieser Funktionen
hervorgerufen durch die Mutationen im WAS-Gen und letztlich durch Mangel der VCA-
Domane von WASp (Schuster et al., 2004).

Zu diesem Mangel kann es auf zwei verschiedene Weisen kommen. So fuhren
SpleiBmutationen, Insertionen und Deletionen oftmals zu einem Rasterschub, der
entweder in einer funktionslosen Kette von Aminosauren oder in einem Stoppcodon
mundet (Albert et al., 2010; Jin et al., 2004; Ochs & Thrasher, 2006). Ebenso gibt es
Nonsensemutationen, die zu einem Stoppcodon flhren. Gemeinsam haben diese
Mutationen, dass durch den Syntheseabbruch oder durch funktionslose Proteinketten die
VCA-Domane und somit deren verstarkende und beschleunigende Wirkung bei der

Aktinpolymerisation fehlt.

Auch die Missensemutationen in den Exons 1 bis 4, welche fur die WH1-Domane
kodieren, fihren zu einem Mangel an WASp (Albert et al., 2010; Jin et al.,, 2004).
Mutationen in diesem Bereich fihren zu Varianten des Proteins, welches in der Bindung
zu WIP gestort ist (Luthi et al., 2003; Stewart et al., 1999; Worth et al., 2013). Eine Stérung
der WASp-WIP-Bindung wiederum fuhrt Gber gesteigerte Ubiquitinylierung zu einem
vermehrten Abbau von WASp, was letztlich auch in einen Mangel mundet (de la Fuente et
al., 2007; Massaad et al., 2011, 2013).

Vereinzelt wurden Missensemutationen beschrieben, die in der Arp 2/3-Bindedomane
liegen (Jin et al., 2004). Hier wird die Pathogenese in einer verminderten oder nicht

vorhandenen Bindung von WASp an den Arp 2/3-Komplex vermutet.
Es lasst sich abschlieRend festhalten, dass der Mangel an der VCA-Domane und somit
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deren elementare Rolle bei der Aktinpolymerisation ursachlich flr die Symptomatik des
Wiskott-Aldrich-Syndrom ist (Higgs et al., 1999; van der Gucht et al., 2005).

2.5.2 Die Pathophysiologie auf interzellularer Ebene und der

immunologischen Synapse

Die intrazellularen Mechanismen fuhren in den Zellen der hamatopoetischen Linien zu

diversen Defekten, deren Zusammenwirken zum Phanotyp fihren (vgl. Abbildung 5).

Eine wichtige Funktion, die durch einen Mangel an WASp gestort wird, ist die Chemotaxis,
also die Wanderung von Abwehrzellen entlang eines Cytokingradienten zum Ort einer
Infektion. Hierdurch kommt es beispielsweise zu Ekzemen oder Entziindungen an
Organsystemen. Das Eindringen auch nur von wenigen Erregern, wie sie bei allen
Menschen naturlicherweise vorkommen, fihrt bei WAS-Patienten leichter zu einer
manifesten Infektion (Ochs & Thrasher, 2006).

Als immunologische Synapse bezeichnet man die Schnittstelle zwischen
antigenprasentierenden Zellen und Lymphozyten. Diese Synapse wird durch Umbauten im
Aktingerust gebildet und ermdéglicht die Erkennung von Peptiden als korpereigen oder
-fremd (,Freund-Feind-Erkennung®). Es ist leicht ersichtlich, dass Storungen hier zum
einen zur Immunschwache, zum anderen aber auch zu Autoimmunerkrankungen flhren
kénnen (Ochs, 2019).

Bei Traumata fuhrt der WASp-Mangel in Thrombozyten zu Problemen bei deren

Aggregation in Wundgebieten und fuhrt so z.B. zu Petechien.
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Abbildung 5: der Mangel an WASp fiihrt je nach Zellart, aber auch in einer Zellart zu
verschiedenen Defekten, welche zu Problemen in der Chemotaxis und zu abnormer
Zellaktivierung fiihren. Abbildung aus Blundell et al., 2010.

2.6 Aktuelle Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Der Phanotyp einer Erbkrankheit wird sowohl von aufteren Umstanden als auch von den
ursachlichen genetischen Veranderungen beeinflusst. Ein angeborenes Syndrom kann
durch verschiedene Mutationen verursacht werden, die zu Krankheitsbildern fuhren, die
sich ahneln. Um diesbezuglich Vorhersagen machen zu kénnen, verwendet man Genotyp-

Phanotyp-Korrelationen.

Im Allgemeinen sind diese Korrelationen ein statistischer Zusammenhang zwischen
Genotyp und Phanotyp, die Vorhersagen Uuber physische Eigenschaften respektive
Merkmale bei Gesunden oder Missbildungen oder Symptome bei Erkrankten erlauben
(Ries & Gal, 2006).

Hierbei bedeutet Korrelation, dass ein Zusammenhang zwischen einer Mutation und
einem Symptom oder einer Missbildung nicht allein durch Zufall begriindet sein kann (Ries
& Gal, 2006).

Ein Beispiel fur eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation findet sich bei M. Gaucher, einer

23



lysosomalen Speicherkrankheit. Ist ein Patient homozygot fir die Variante Leu483Pro der
B-Glukocerebrosidase, so ist dies mit einem hohen positiv pradiktiven Wert fir eine
neuropathische Form des M. Gaucher verbunden. Hingegen ist die Variante Asp409Ser
mit einem hohen positiv pradiktiven Wert mit einer nicht-neuropathischen Form assoziiert
(Ries & Gal, 2006).

Die derzeitige Genotyp-Phanotyp-Korrelation basiert auf der Beobachtung von Jin et al.
aus dem Jahre 2004, dass der Phanotyp bei XLT und WAS von der WAS-
Proteinexpression in Lymphozyten der Patienten abhangt. (Jin et al., 2004). Sie
analysierten insgesamt 160 Lymphozyten-Proben von unverwandten XLT/WAS-Patienten
und teilten diese in zwei Gruppen. In die eine wurden Patienten mit WASp in Volllange, in
die andere Patienten mit verkurztem beziehungsweise nicht nachweisbarem WASp
eingeteilt. Die statistische Auswertung der Proteinmenge gegen den Phanotyp, also WAS
oder XLT, ergab, dass nachweisbares WASp-Protein eher mit einem milden Phanotyp
(WAS-Score 1 und 2) und nicht nachweisbares Protein oder verkirzt exprimiertes eher mit
einem schweren Phanotyp (WAS-Score 3 und 4) hoch signifikant (P < 0.001) assoziiert
war (Jin et al., 2004). Diese Beobachtungen deckten sich mit denen von Imai et al. aus
dem gleichen Jahr sowie denen von Liu et al. aus dem Jahre 2015 (Imai et al., 2004; Liu et
al.,, 2015). Alle drei Studien zeigten ferner gemeinsam, dass Missense-Mutationen eher
mit XLT (WAS-Score 1 und 2), hingegen aber Insertionen, Deletionen, Stopp- und
SpleiBmutationen eher mit WAS (WAS-Score 3 und 4) assoziiert waren. Bei
SpleiBmutationen gab es von diesen Mutationen allerdings den grof3ten Anteil mit XLT-
Phanotyp bei nachweisbaren WASp. Jin et al. erklarten dies mit ihrer Beobachtung, dass
es bei SpleiBmutationen zu einem gewissen Anteil korrekter mMRNS kommt, welche zu
funktionsfahigem Protein transkribiert wird (Jin et al., 2004). Die Zuteilung von WAS-
Score-Wert 5, also das Auftreten von malignen Neoplasien oder Autoimmunerkrankungen,
konnte sowohl bei nachweisbarem sowie nicht-nachweisbarem WASp festgestellt werden,
allerdings mit einer hoheren Inzidenz bei der Gruppe mit nicht-nachweisbarem Protein
(Imai et al., 2004; Jin et al., 2004; Liu et al., 2015).

Ein Nachteil dieses Modells ist die binare Einteilung in Vorhandensein oder Nicht-
Vorhandensein des Proteins. Es ermdoglicht aul3erhalb dieser zwei Werte keine weitere
Graduierung der einzelnen Mutationen untereinander. Hier erfolgt lediglich die Einteilung in
Vorhanden, eine tendenziell mildere Verlaufsform, und Nicht-Vorhanden, eine tendenziell

schwere Verlaufsform.

24



Des Weiteren lasst die Detektion von im Krankheitsfall reduziertem WASp den
molekularen Mechanismus, wie es zu der verringerten Menge kam, auf3er Acht und ist

selbst somit eigentlich schon ein Symptom der Krankheit.

Es ware somit winschenswert eine detailliertere Korrelation zu haben, die auf molekularer
Ebene ansetzt und einzelne Mutationen untereinander vergleichbarer macht. Auf diese
Weise konnte ggf. eine individuelle Prognose fur die Patienten zuverlassiger erstellt

werden.
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3 Fragestellung

Es ist bekannt, dass bei angeborenen Erkrankungen durch Mutation und dem daraus
resultierenden veranderten Protein die Protein-Protein-Interaktionen dieses Proteins mit
seinen Interaktionspartnern gestort sein kann (Gersting et al., 2008). Fir das Verstandnis
dieser Krankheiten ist es oftmals hilfreich die gestorte Interaktion zu untersuchen und

genau zu kennen.

In unserer Arbeitsgruppe wurde mit dem BRET-Verfahren eine Methode etabliert, die die
Beobachtungen der Protein-Protein-Interaktionen in der lebenden Zelle und die Messung
einer relativen Bindungsaffinitat (BRET-50-Wert) ermdglicht (Gersting et al., 2012). Mit

dieser Methode wurde eine umfangreiche Interaktionsdatenbank angelegt.

Ziel dieser Arbeit war die Protein-Protein-Interaktion von WASp und WIP, die Uber die
WH1-Domanen etabliert wird, genauer zu untersuchen, da diese Domane als ein Fokus
des WAS bekannt ist (Ochs, 2019).

Hierzu wurden folgende Teilziele verfolgt:

1. Die Veranderung der WASp-Homoostase durch Mutationen des WAS-Gens.

2. Die Analyse dieser Veranderung im Bezug auf die WASp-WIP-Interaktion.

3. Die assoziative und statistische Auswertung der Ergebnisse, um einen moglichen
Zusammenhang zwischen Schwere der Krankheit (Phanotyp) und veranderter

WASp-WIP-Interaktion zu untersuchen.

Dies wurde durch folgende experimentelle Schritte verwirklicht:

a) Die systematische Auswertung entsprechender Literatur und
Interaktionsdatenbanken zur Auswahl von Mutationen und Erhebung
diesbezuglicher Daten.

b) Die experimentelle Untersuchung des Einflusses der Mutationen auf die WASp-
Menge sowie die Quantifizierung eben dieser.

c) Die experimentelle Erhebung von Daten zur moéglichen Veranderung der WASp-
WIP-Interaktion durch Mutation.

d) Die statistische Auswertung der erhobenen Daten im Allgemeinen und Wurdigung
sowie Korrelation der experimentellen Daten mit den erhobenen Patientendaten

(WAS-Score) im Besonderen.
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4 Material und Methoden

4.1 Material und Gerate
4.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden in pro analysi Qualitdt von den Firmen Bio-Rad
Laboratories GmbH (Munchen), Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf), Life
Technologies™ GmbH/Invitrogen™/Gibco® (Darmstadt) und Sigma-Aldrich Chemie

GmbH (Taufkirchen bei Minchen) bezogen. Andernfalls ist die Quelle vermerkt.

4.1.2 Zweifachdestilliertes Wasser (Aqua bidest.)

Das zweifachdestillierte Wasser (Aqua bidest.) wurde mittels Umkehrosmose-Gerat Milli-
Q® Integral 5 Water Purification System, Merck KGaA, Darmstadt, bei Bedarf hergestellt.

4.1.3 E. Coli-Stamme

Produkt Hersteller In dieser Arbeit referenziert als
E. coli DH5-a Thermo Fischer Scientific, |DH5a-Zellen

Darmstadt
XL1 - Blue Agilent Technologies XL1 — Blue-Zellen
Supercompetent Cells /Stratagene (Waldbronn)

4.1.4 Anzuchtmedien und Reagenzien fir Prokayroten

LB — Medium:
Hefeextrakt 0,5%, Pepton 1%, NaCl 1%, pH=7 4

In Aqua bidest. hergestellt und danach autoklaviert

Selektive LB — Agarplatten:
LB — Medium gemal vorherigem Punkt, Agar 2%,

Zugabe des Antibiotikums zu 1000 ml LB — Medium nach AbklUhlung des Mediumd auf
unter +50°C

Glycerinstocks:

vgl. Kapitel 4.2.9
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Reagenzien:

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert als

Glycerin 85 %

Apotheke des Klinikums
der Universitat MUnchen

Glycerin 85 %

Ampicillin

SERVA GmbH, Heidelberg

Ampicillin

Kanamycin

SERVA GmbH, Heidelberg

Kanamycin

4.1.5 Eukaryotische Zelllinie

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert als

Menschliche embryonale
Nierenzellen (HEK-
293-Flp-InTM-293)

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

HEK293-Zellen

Jurkat-Cells,
immortalisierte
menschliche T-
Lymphozyten

DSMZ, Braunschweig,
Deutschland

Jurkat-Zellen

4.1.6 Anzuchtmedien fir eukaryotische Zelllinie und Zellkulturbedarf

Puffer und weitere Losungen:

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert als

Gibco™ DPBS, no
calcium, no magnesium

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

PBS

Trypsin (2.5%), no phenol
red

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

Trypsin

Medien:

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert als

Gibco™ DMEM, high
glucose, with phenol red

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

DMEM mit Phenolrot

Gibco™ DMEM, high
glucose

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

DMEM ohne Phenolrot

Gibco™ RPMI 1640
Medium

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

RPMI-Medium
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Zusatze fur Medien:

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert als

Gibco™ Fetal Bovine
Serum

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

FCS

Gibco™ Antibiotic-
Antimycotic (100X)

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

Antibakterieller, antimykotischer
Zusatz

4.1.7 Plasmide und Vektoren

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert als

Vivid Colors™pcDNA™6.2
IN-YFP-DEST Vector

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

YFP-N-DEST-Vektor

Vivid Colors™pcDNA™6.2
/C-YFP-DEST Vector

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

YFP-C-DEST-Vektor

hRluc in Vivid Colors™
pcDNA™6.2/N-YFP-DEST
Vector

In der Arbeitsgruppe selbst
kloniert (Schatz, 2014)
YFP durch hRIuc ersetzt.

hRluc-N-DEST-Vektor

hRIuc in Vivid Colors™
pcDNA™6.2/C-YFP-DEST
Vector

In der Arbeitsgruppe selbst
kloniert (Schatz, 2014)
YFP durch hRIuc ersetzt.

hRIuc-C-DEST-Vektor

Gateway® pEF-DEST51
Vector

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

V5-C-DEST-Vektor

Gateway® pDONR™221
Vector

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

pDonor221-Vektor

4.1.8 Reagenzien fiir Klonierung

Gateway-Verfahren:

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert als

Gateway® BP Clonase® Il
Enzyme mix

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

BP Clonase Il Enzyme mix

Gateway® LR Clonase® Il
Enzyme mix

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

LR Clonase Il Enzyme mix

Proteinase K Solution

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

Proteinase K

FastDigest Sal |

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

Sal I-Enzym

10X FastDigest® Green
buffer

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

Fast-Digest-Puffer
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DNS-Polymerase:

Produkt Hersteller In dieser Arbeit referenziert als
KAPA HiFi DNA- VWR International DNA-Polymerase
Polymerase GmbH,Darmstadt

4.1.9 Reagenzien und Materialen fur Plasmidpraparation

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert als

Plasmid Miniprep Kit I,
peqGOLD

VWR International
GmbH,Darmstadt

Peqleb-Kit

PureYield™ Plasmid
Maxiprep System

Promega GmbH,
Mannheim

Promega-Kit

4.1.10 Reagenzien fur die horizontale gelelektrophoretische
Auftrennung von Nukleinsauren

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert
als

Biozym LE Agarose

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Agarose

Ethidiumbromid Dropper
Bottle 0,625 g/ml

Olerup SSP AB, Stockholm
(Schweden)

Ethidiumbromid

Konzentrat)

Darmstadt

Gel Loading Solution (6x) | Sigma-Aldrich Chemie Loading-Dye
GmbH, Taufkirchen
TBE - Puffer (5-fach AppliChem GmbH, TBE-Puffer

1 Kb Plus DNA Ladder

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

DNS-GroRRenstandard

4.1.11 Gerate, Reagenzien, Material und primare sowie sekundare
Antikorper fur Western Blot

Zelllyse:

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert
als

cOmplete™ Protease
Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen

Proteaseinhibitor
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Lysepuffer:

20 mM HEPES, 200 mM NaCl, 1 Tablette cOmplete-Mini, 0,5 % Triton, in Aqua bidest pH

7,0.

Probenaufbereitung:

Produkt Hersteller In dieser Arbeit referenziert
als

NuPAGE® LDS Sample Thermo Fischer Scientific, |LDS-Puffer

Buffer (4X) Darmstadt

NuPAGE® Sample Thermo Fischer Scientific, | SRA-L6sung

Reducing Agent Darmstadt

MixMate® Eppendorf AG, Hamburg | Schuttelapparatur

Elektrophoreseverfahren:

Bis-Tris Protein Gels

Darmstadt

Produkt Hersteller In dieser Arbeit referenziert
als

NuPAGE® MOPS SDS Thermo Fischer Scientific, | MOPS-Puffer

Running Buffer (20X) Darmstadt

NuPAGE™ Novex™ 10% | Thermo Fischer Scientific, |10%-Gel

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

ProteingréfRenstandard

XCell4 SureLock™ Midi-
Cell Electrophoresis
System

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

Vertikale Laufkammer

Western Blot-Verfahren:

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert als

Whatman™ 3 mm

GE Healthcare GmbH,
Solingen

Filterpapier

Amersham™ Protran™
0.45 NC

GE Healthcare GmbH,
Solingen

Nitrocellulosemembran

Blotting-Grade, pulv.,
fettarm

Carl Roth GmbH und Co.
KG, Karlsruhe

Milchpulver
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Towbin Puffer nach Towbin et al., 1979:
25 mM Tris (hydroxylmethylaminomethan), 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol, pH 8,3, in

Aqua bidest.

10x TBS-Puffer :

6,05 % (m/v) Tris (hydroxylmethylaminomethan), 8,76 % (m/v) NaCl, in Aqua bidest.

1x TBS-Tween:

10 % (v/v) 10x TBS-Puffer, 0,05 % (v/v) Tween, in Aqua bidest pH 7,5.

Blocking-Milch:

Milchpulver 5 % in TBS-Tween-Puffer herstellen

Antikorper:

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert
als

V5 Mouse Monoclonal
Antibody

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

Anti-V5-Antikorper

Glyceraldehyde-3-
Phosphate
Dehydrogenase (GAPDH)

Meridian Life Science,
Memphis, Tennessee, USA

Anti-GapDH-Antikdrper

goat anti-mouse IgG-HRP

Santa Cruz (R)
Biotechnoligies,Heidelberg

Anti-Maus-HRP-Antikorper

HRP-Substrat:

Produkt

Hersteller

In dieser Arbeit referenziert
als

Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

ECL-Substrat

SuperSignal™ West
Femto Maximum
Sensitivity Substrate

Thermo Fischer Scientific,
Darmstadt

Femto-Substrat

Photometer zur Western-Blot-Analyse:

Produkt Hersteller In dieser Arbeit referenziert
als
Diana lll Raytest Diana-Photometer
Isotopenmessgerate

GmbH, Staubenhardt

32




4.1.12 Gerate und Reagenzien zur BRET-Detektion

Reagenzien:
Produkt Hersteller In dieser Arbeit referenziert
als
Coelenterazin PJK GmbH, Coelenterazin
Kleinblittersdorf
Photometer zur Detektion des BRET-Signals:
Produkt Hersteller In dieser Arbeit referenziert
als
PHERAstar FS BMG LABTECH PHERAstar FS
GmbH, Ortenberg

4.1.13 Gerate, Reagenzien und Material zur Nucleofection

Amaxa™ Nucleofector™ 96-well Shuttle™ System
Lonza, Koln
Corning ® Costar® 96 Well Flat Bottom White Polystyrene TC- Treated Microplates
Corning GmbH, Kaiserslautern
Greiner CELLSTAR® 6 Well cell culture plate
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
TC Plate 96 Well, Standard, F
Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Amaxa-Puffer:

236,15 M Calciumnitrat, 74,55 M Kaliumchlorid, 246,5 M Magnesiumsulfat, 58,44 M
Natriumchlorid, 84,01 M Natriumhydrogencarbonat, 177,99 M Natriumhydrogenphosphat,
180,2 M Glucose, 260,29 M Hepes, 307,33 M Glutathion, pH 7,3 einstellen

1M-Puffer nach Chicaybam et al., 2013:

5mM KCI; 15mM MgCI2; 120mM Na2HPO4/NaH2P0O4 pH7.2; 50mM Mannitol

in Aqua bidest. hergestellt und steril filtriert bei 0,2 ym Porenweite. (Filtropur S 0.2,
Sarstedt AG & Co, Niumbrecht)
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4.1.14 Software

Produkt Hersteller In dieser Arbeit referenziert als
SerialCloner 2.6.1 Franck Perez, Serial Basics, |SerialCloner

2004 -2013, Paris;(Perez,

2013)
Prism 5.01 for Windows | GraphPad Software, San Prism

Diego, USA

PyMOL The PyMOL | Schrédinger, LLC, New York, |Pymol
Molecular Graphics | USA
System Version 1.7.2.1

Imaged 1.48k Wayne Rasband, National ImageJ
Institute of Health, USA;
(Rasband, 1997)

4.2 Methoden

4.2.1 Die cDNS von WASp und WIP
Die cDNS von WASp und WIPF1 war in der Arbeitsgruppe bereits verfigbar und wurde

vom PlasmID-Dienst der Harvard Medical School bezogen. Der Versand erfolgte in

Glycerolstocks.

Gen PlasmID-Nummer Bemerkung
WAS HsCD00076306 pDONR221
WIPF1 HsCD00296919 pDONR221;
Isoform 3 N119D, P198L

Von den in dieser Arbeit verwendeten Vektorkonstrukten waren ebenfalls in der
Arbeitsgruppe bereits vorhanden: WAS-WT im hRIluc-C-DEST-Vektor und im V5-C-DEST-
Vektor sowie WIPF1 Isoform 3 N119D, P198L im pDonor221-Vektor, YFP-C-DEST-Vektor
und YFP-N-DEST-Vektor. Des Weiteren lag auch die Phenylalanin-Hydroxylase im YFP-C-
DEST-Vektor vor.

Die WAS-Varianten H30del, T45M, V75M, R86C, F114l, E133K, Q185X, R211X, L270P,
R321X lagen bereits im V5-DEST-Vektor vor.

Die WAS-Variante A134V im hRluc-C-DEST-Vektor und im V5-C-DEST-Vektor sowie
WIPF1 Isoform 1 im pDonor221-Vektor, YFP-C-DEST-Vektor und V5-C-DEST-Vektor

wurden im Rahmen dieser Arbeit, wie in den folgenden Abschnitten beschrieben, erstellt.
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4.2.2 Primerdesign fur das Gateway-Verfahren und das SDM-Verfahren

Die cDNS von WASp und WIP musste zum einen flr das Gateway-Verfahren um die sog.
att-Sites erganzt und zum anderen durch das SDM-Verfahren modifiziert werden, um die

zu untersuchenden Mutationen von WAS und die Isoform 1 von WIPF1 zu erhalten.

Die Synthese aller Primer in dieser Arbeit erfolgte durch Eurofins MWG GmbH, Ebersberg.
Beim Design wurde auf eine ahnliche Schmelztemperatur insbesondere der
korrespondierenden Primer geachtet. Die Temperatur wurde mit dem ,Oligonucleotide

Properties Calculator” der Northwestern University Chicago bestimmt.

Tabelle 4: att-Site Primer

Gen Primername Sequenz 5'-3'

WIPF1 WIPF1_wt_fwd GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC
AGG CTT TAC CAT GCC TGT CCC TCC
CCC TCC AGC

WIPF1 Isoform 1 |WIPF1_Iso1 _dStop rev |GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC

TGG GTT CCT CGG GAT GGG AGG GAG

TGG T
Tabelle 5: SDM-Primer
Gen Primername Sequenz 5'-3'
WAS A134V WAS_A134V_fwd CGA GGA CGA GGT CCA GGC CTT CC
WAS A134V WAS_A134V_rev GGA AGG CCT GGA CCT CGT CCT CG
WIPFA1 WIP D119N fwd GCC AAC AGG GAT AAT GAT TCT GGA
WIPF1 WIP D119N rev TCC AGA ATC ATT ATC CCT GTT GGC
WIPF1 WIP L198P fwd TTC AAT CAA GTC CGC ACA ACC GG
GG
WIPF1 WIP L198P rev CCC CGG TTG TGC GGA CTT GAT T
GAA

4.2.3 in vitro DNS-Amplifikation
Die DNS-Amplifikation wurde mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgeflhrt.
Hier kam das Kapa HiFi Hotstart-System zum Einsatz. Von den Reagenzien wurde 1 U

DNA-Polymerase, 50 ng Template und 15 pmol der korrespondierenden Primer eingesetzt.
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4.2.3.1 PCR zur Fusion mit den att-Sites

Nach einer initialen Denaturierung der DNS bei 95°C Uber 3 min folgten 30 Zyklen
bestehend aus jeweils 20 s Denaturierung bei 98°C, gefolgt von 15 s Annealing bei 68°C
und 45 s Elongation bei 72°C. Am Ende folgte eine Elongation bei 72°C flr 5 min, um die
in vorausgehenden Zyklen nicht komplett synthetisierten DNS-Strange zu vervollstandigen
(Protokoll modifiziert nach Schatz, 2014).

4.2.3.2 PCR zur Einbringung von Punktmutationen im Rahmen des SDM- Verfahrens
Nach einer initialen Denaturierung der DNS bei 95°C Uber 5 min folgten 17 Zyklen
bestehend aus jeweils 20 s Denaturierung bei 98°C, gefolgt von 60 s Annealing bei 55 bis
62°C (abhangig von der Primer-Struktur und —Lange) und 8 min Elongation bei 72°C. Am
Ende folgte eine Elongation bei 72°C flr 5 min, um die in vorausgehenden Zyklen nicht
komplett synthetisierten DNS-Strange zu vervollstandigen (Protokoll modifiziert nach
Schatz, 2014).

4.2.4 Horizontale Gel-Elektrophorese

Mittels eines elektrischen Felds kann DNS in einem Gel ihrer GréRe nach sortiert werden.
Hierzu wird ein 1% Agarose-Gel in eine horizontale Laufkammer gelegt und vollstandig mit
der elektrisch leitfahigen TBE-Puffer-Losung bedeckt. Weiters werden die Proben, die im
Verhaltnis 1:20 mit Loading-Dye gemischt wurden, in Aussparungen (Taschen) dieses
Gels eingeflllt. Zusatzlich wird noch eine adaquate Menge eines DNS-GréRenstandards,
sog. DNS-Ladder, das eine Zuordnung von Laufhdéhe und GréRRe ermdglicht, aufgetragen.

AnschlieRend wird eine elektrische Spannung von 120 V fir 45 min angelegt.

Da das Gel mit Ethidiumbromid angereichert wurde, welches im Komplex mit DNS unter
UV-Licht fluoresziert, konnte das Verteilungsmuster hierrunter abfotografiert und die GroRke
der PCR-Produkte anhand des DNS-GroRRenstandards bestimmt werden.

4.2.5 Site Directed Mutagenesis (SDM)-Verfahren

Dieses Verfahren dient der Einbringung von Punktmutationen in eine beliebige DNS-
Vorlage. Hierzu werden zunachst Primer erstellt, die etwa 20 bis 25 Basenpaare lang sind
und weitgehend identisch mit dem Sequenzabschnitt der DNS-Vorlage sind, der das zu
mutierende Codon-Triplett enthalt. Dabei wird dieser Abschnitt nach Madglichkeit so
bestimmt, dass dieses Triplett in der Mitte des Primers liegt. Nucleotide des Tripletts

werden so ausgetauscht, dass es nun fur die gewtlinschte Aminosaure kodiert.
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Mit diesen Primern wird nun eine PCR gemal Kapitel 4.2.3.2 durchgefuhrt, wobei als
Template das jeweilige Gen im pDonor221-Vektor vorgelegt wird. Das PCR-Produkt wird
nun mit 1 U des methylsensitiven Restriktionsenzyms Dpnl fir 1 h bei 37°C verdaut.
Dieses Enzym schneidet nur methylierte DNS, wie sie DNS-Amplifikation durch Bakterien
entsteht, nicht jedoch durch PCR-Amplifikation. Nach dem Verdau liegt nur noch mutiertes
PCR-Produkt vor, welches in XL1-Blue Zellen transformiert wird. Diese Zellen verfigen
Uber eine Ligase, die die losen Enden des PCR-Produkts schliellen kann. Hierdurch liegt

der Vektor wieder in zirkularer Form vor.

4.2.6 Sequenzanalyse

Alle hier verwendeten Konstrukte wurden mittels Sequenzanalyse auf ihre Integritat
Uberpruft. Samtliche Arbeiten hierzu wurden durch Eurofins MWG GmbH, Ebersberg,
durchgefuhrt. Die Proben wurden entsprechend der Vorgaben des Dienstleisters
aufgearbeitet. Die Analyse erfolgte Uber die Standardprimer fur Sequenzierungen des
Vektors M13 forward und reverse in der Weise, dass das gesamte Gen lickenlos
analysiert werden konnte. Die Auswertung der digital Ubermittelten Analyseergebnisse

erfolgte mit der Software SerialCloner.

4.2.7 Kontrolle von Klonierungen mittels Sal I-
Restriktionsenzymverdaus
Nach Klonierungen wurde deren Erfolg durch einen Endonukleaserestriktionsverdau

Uberprift.

Hierzu wurde entsprechend den Herstellerangaben 1 ul Sal I-Enzym, 2 pl Fast-Digest-
Puffer, 1 pug Plasmid-DNS und 15 ul nukleasefreies Wasser auf Eis pipettiert und
anschlieend bei 37°C fur 5 min inkubiert. Danach wurden die entstandenen DNS-
Fragmente mittels horizontaler Gelelektrophorese nach ihrer GrofRe sortiert, wobei in
diesem Aufbau die Funktion des Loading-Dye durch den Fast-Digest-Puffer ersetzt wurde
(vgl. Kapitel 4.2.4). Die Fragmente wurden mit durch die Software SerialCloner errechnete

Grolen verglichen und so die Integritat des Plasmids validiert.

4.2.8 Kultivierung von E. Coli-Stammen

Die Anzucht der E. Coli-Kulturen erfolgte bei 37°C zwischen 8 und 16 h. Dies geschah
entweder in einem Brutschrank auf LB-Agar-Platten oder in einem Rundschuttler in

Erlenmeyerkolben oder 15 ml-Gefalten. Entsprechend dem Resistenzgen, Uber welches
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die Kultur verfugte, wurden Antibiotika (Kanamycin oder Ampicillin) in der Menge 50 mg/ml
eingesetzt. Die Ernte erfolgte in einer geeigneten Zentrifuge bei 4000-facher

Erdbeschleunigung fir 10 bis 15 min.

4.2.9 Glycerinstocks

Zur dauerhaften Lagerung und Archivierung der Bakterienkulturen wurden 0,5 mi
Bakteriensuspension mit 0,5 ml steriler 85%-tiger Glycerinlésung vermischt und bei -80°C

gelagert.

4.2.10 Transformation chemisch-kompetenter Zellen

Die Transformation, also das Einbringen der jeweiligen Plasmid-DNS, erfolgte in DH5a-
oder XL1-Blue-Zellen mittels Hitzeschock. Hierzu wurden 50 ul der jeweiligen
Bakteriensuspension mit 1 bis 5 pl der DNS-Lésung vermischt und fur 20 bis 30 min auf
Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fur 90 sec bei DH5a-Zellen
und 45 sec bei XL1-Blue-Zellen. Es schloss sich eine erneute Inkubation auf Eis fur 2 min
an. Danach erfolgte die Zugabe von 200 ul LB-Medium und die Inkubation fir mind. 1 h
bei 37°C auf einem Rundschittler. Im Anschluss wurde das Gemisch auf eine LB-Agar-
Platte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Unter diesen Bedingungen waren nur Zellen wachstumsfahig, die das Plasmid und somit

das Resistenzgen aufgenommen hatten.

4.2.11 Plasmidpraparation

Mittels Plasmidpraparation wurde die bendtigte Plasmid-DNS aus zuvor angezichteten
Bakterien isoliert. Dies erfolgte im Allgemeinen Uber die alkalische Lyse der Zellen mit
anschlieBender Neutralisation des Lysats, welche zu Ausfallung der bakteriellen Eiweille
fuhrt. Nach Abzentrifugation dieser wurde die im Uberstand geléste Plasmid-DNS auf

Silikatmembranen gebunden und im Anschluss mit nukleasefreiem Wasser eluiert.

FUr Praparationen mit geringer DNS-Ausbeute kam das Peqleb-Kit und fur Praparationen

mit grofer das Promega-Kit zum Einsatz.

4.2.12 Photometrische Bestimmung der DNS-Konzentration

Mittels des NanoDrop von Thermo Fisher Scientific kann die DNS-Konzentration in 1 pl
Probe durch die Extinktion der DNS bei 260 nm bestimmt werden. Hieraus lasst sich auf

Basis des Lambert-Beerschen-Gesetz die Konzentration bestimmen.
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4.2.13 Gateway® Cloning

Die Clonierungen wurden gemafy der Protokolle flir das Gateway® Cloning Gateway

Cloning der Invitrogen/Life Technologies GmbH (Darmstadt) durchgeflhrt.

Dieses System bietet mittels zweier, voneinander unabhangiger Clonierungsschritte eine

Moglichkeit ohne die Ublicherweise verwendeten Endonukleasen Vektoren zu klonieren.

Es basiert auf Beobachtungen in den Lambda-Bakteriophagen (Landy, 1989). Diese Viren
verfigen Uber zwei Enzyme (BP-Clonase bzw. LR-Clonase), die zum einen die lysogene
BP-Reaktion zum anderen die lytische LR-Reaktion ermdglichen. Zum Abschluss dieser
Reaktionen wird noch das Enzym Integration-Host-Factor (IHF) des E. Colis bendtigt. Der
BP und der LR Clonase™ Il Enzym Mix enthalt neben der entsprechenden Clonase noch
den IHF.

In beiden Reaktionen erkennen diese Enzyme spezifische DNS-Sequenzen, die sog. att-

Sites, welche die hier zu clonierende DNS flankieren.

In der BP-Reaktion wird das PCR-Produkt, welches aus den att-Sites attB und der zu
clonierende DNS besteht, in einen Vektor (hier pDonor221-Vektor) cloniert, welcher die att-
Sites attP enthalt. Durch die BP-Clonase wird die zu clonierende DNS an die Stelle
eingebaut, die durch die beiden attP-Sites flankiert wird (vgl. Abbildung 6). Hierdurch

entstehen in diesem Vektor die attL-Sites und man erhalt einen sog. Entry-Clone.

Die LR-Reaktion verlauft analog. Hierbei wird durch die LR-Clonase die zu clonierende
DNS aus dem pDonor221-Vektor entlang der attL-Sites ausgeldst und im Destination-
Vektor (DEST-Vektor) an die Stelle der attR-Sites eingebaut. Im Destination-Vektor
entstehen hierdurch attB-Sites (vgl. Abbildung 7) und man erhalt einen sog. Expression-

Clone.
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BP - Reaktion (lysogen)

attB attB attP att
(=]
attB-flanked PCR donor
product or attB vector
expression clone
BP Clonase™ I 1-18 h
attL attL attR attR
+ [ "
by-product

— Proteinase K (10 min)
— Transformation in E. coli

Abbildung 6: BP-Reaktion aus Schatz, 2014, S. 47

LR - Reaktion (lytisch)

aftL attL attR attR
entry destination
clone vector
LR Clonase™ Il 1-18h
attB attB attP attP

by-product

expression
clone

— Proteinase K (10 min)
— Transformation in E. coli
— Expression
Abbildung 7: LR-Reaktion aus Schatz, 2014, S. 48
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4.2.13.1.1 Erstellung der Entry-Clone (BP-Reaktion)

Die Entry-Clone sind Vektoren welche in E. Coli problemlos vermehrt und so in
Glycerinstocks archiviert werden konnen. Sie dienen als Ausgangspunkt fur diverse
Vektoren, die je nach Fragestellung gewahlt werden koénnen. So verflgen sie
beispielsweise Uber YFP- oder V5-Tags und kdnnen nach Zielorganismus gewahlt werden.
Zur Erstellung dieser Clone wird zunachst mittels PCR die zu clonierende DNS mit attB-

Sites versehen.

Entsprechend der Herstellerangaben wurden nun 50 fmol des PCR-Produkts gemeinsam
mit 150 ng pDonor221-Vektor in 4 pl nukleasefreiem Wasser vermengt. Durch Zugabe von
BP Clonase™ |l Enzym Mix wurde die Reakton gestartet und bei 25°C inkubiert. Danach
erfolgte die Deaktivierung der BP-Clonase durch Proteinase K bei 37°C, so dann die
Transformation des jeweiligen Entry-Clones in DH5a-Zellen.

Zur Ermittlung wie viel DNS in ng 50 fmol entsprechen, wurde folgende Formel gemal} des
fur das Gateway® Cloning Gateway Cloning der Invitrogen/Life Technologies GmbH
(Darmstadt) verwendet:

DNS [ng] = Ziel-Menge [fmol] x Basenldnge x (660 fg / fmol) x (1 ng/ 10° fg)

4.2.13.1.2 Erstellung von Expression-Clone (LR-Reaktion)
Wie bereits erwahnt gibt es diverse DEST-Vektoren fur unterschiedliche Fragestellungen.
Fir diese Arbeit wurden die DEST-Vektoren flir eukaryote Expression mit V5-, Luciferase

oder YFP-Tag verwendet.

Zur Erstellung der Expression-Clone wurde 50 bis 150 ng Entry-Clone zu 150 ng DEST in
4 ul nukleasefreiem Wasser vermengt. Die Reaktion wurde mit 1 yl LR Clonase™ Il
Enzym Mix gestartet. Erneut erfolgte die Inkubation bei 25°C Uber Nacht, die
Deaktivierung der LR-Clonase mittels 1 pl Proteinase K bei 37°C sowie die Transformation
in DH5a-Zellen.

4.2.13.2 Allgemeine Zellkultur

In dieser Arbeit wurden HEK293-Zellen verwendet. Die Anzucht erfolgte in 75 cm? groRen
Zellkulturflaschen. Zur Ernahrung der Zellen wurde DMEM-Medium mit FCS 10% und
antibakteriellem sowie antimykotischem Zusatz verwendet. Die Anzucht erfolgte bei 37°C
und 5% COZ2 im Brutschrank. Arbeiten an den Zellen wurden unter einer Arbeitsbank mit

Laminarstromung erledigt. Alle zwei Tage erfolgte der Wechsel des Mediums.
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4.2.13.3 Generationswechsel der Zellen
In der Regel erreichten die Zellen nach zwei Tagen zum Zeitpunkt des Nahrstoffwechsel

eine Dichte von ca. 80%, die einen Generationswechsel der Zellen nétig machte.

Die adharent wachsenden Zellen wurden zweimal mit 1 ml und bei 37 °C inkubiertem PBS
gewaschen und anschlieRend mit 2 ml Trypsinldésung bei 37 °C flr 5 min inkubiert. Danach
erfolgte die Suspension der nun abgeloésten Zellen in 8 ml DMEM-Medium. Dies geschah
solange bis makroskopisch keine Zellhaufen mehr zu sehen waren. Schliellich erfolgte die
Aussaat von 2 ml der Zellsuspension in 8 ml frischem DMEM-Medium und die erneute
Inkubation bei 37°C.

4.2.13.4 Vorbereitung der Zellen fiir die Nukleofektion
Gemal des Protokolls unserer Arbeitsgruppe fur BRET-Experimente wurden flur die

Transfektion fur die BRET-Messungen pro Well einer 96-Well-Platte 400.000 HEK293-
Zellen bendtigt, somit also 38,4 Millionen fur eine gesamte Platte (Schatz, 2014).

Analog zu Kapitel 4.2.13.3 wurde eine Zellsuspension erstellt, diesmal jedoch erst nach
Erreichen einer Zelldichte von 85%. Die Zellzahl pro Milliliter wurde nun durch ein Aliquot

der Suspension in einer Neubauer-Zahlkammer lichtmikroskopisch bestimmt.

4.2.14 Arbeitsschritte im Rahmen der BRET-Messung

Das in der Arbeitsgruppe verwendete BRET-Verfahren wurde durch S.W. Gersting, A. Lotz,
A. Muntau und U. Schatz etabliert und 2012 sowie 2014 publiziert (Gersting et al., 2012;
Schatz, 2014).

Da es sich um ein hoch komplexes Verfahren handelt, welches nur geringe Abweichungen
zulasst, wurden die Experimente so weit wie mdglich nach dem von U. Schatz 2014
veroffentlichtem Protokoll durchgefihrt (Schatz, 2014).

4.2.141 Hochdurchsatztransfektion am Amaxa™ Nucleofector™ 96-well Shuttle™
System

Die eigentliche Transfektion erfolgte mittels Elektroporation. Spannungspulse machen die

Zellmembran permeabel fur die zu transfizierende DNS. Hierbei entstehen Poren, welche

sich nach einigen Sekunden selbststandig wieder verschlief3en.

Die Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte mit dem Amaxa ™ Nucleofector ™ 96-well
Shuttle ™ System.
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Wie in Kapitel 4.2.13.3 und 4.2.13.4 wurde nun eine Zellsuspension mit bekannter

Zellkonzentration aus HEK293-Zellen hergestellt.

Je 400.000 Zellen pro Well wurden nun mit 20 yl Amaxa-Puffer und 1 uyg DNS vermengt.
Die DNS bestand aus einer Mischung aus Luciferase-DEST-Vektor und YFP-DEST-Vektor.

Pro Probe wurde auf der Platte immer ein Duplikat aufgetragen.

Das Zell-DNS-Puffer-Gemisch wurde nun im Nucleofector mit dem Programm CM-100
transfiziert. AnschlieBend wurde diesem phenolrotfreies DMEM-Medium hinzugegeben
und 50 pl hiervon auf eine 96-Well-Platte Gberfuhrt.

Es folgte die Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 fur 18 bis 24 h.

4.2.14.2 Hochdurchsatz Detektion des in vivo BRET am PHERAstar FS
Von den 96-Well-Platten, die wie unter Kapitel 4.2.14.1 erstellt wurden, wurden nach
Inkubation 70 pl des DMEM-Mediums abgenommen.

Die weiteren Schritte erfolgten automatisiert am PHERAstar FS. Es wurde
Coelenterazinlosung durch das Gerat in jedes Well injiziert, gefolgt von einer
Inkubationsphase. Computergesteuert begann nun die Messung so, dass jedes Well nach

der gleichen Inkubationsdauer vermessen wurde.

Dies erfolgte in der Art, dass jeweils das Luciferase-Signal bei 475 nm und das YFP-Signal

bei 535 nm gemessen wurde.
Die Messwerte wurden in ein Tabellendokument gespeichert.

4.2.14.3 BRET-Ratio

Wie bereits erwahnt war das Verfahren bereits in der Arbeitsgruppe etabliert.
Insbesondere die statistischen und informationstechnologischen Schritte wurden analog
der Etablierung bearbeitet (Gersting et al., 2012; Schatz, 2014)

Zur Ermittlung der BRET-Ratio, also dem eigentlichen Indikator einer potentiellen
Interaktion, wurden die Messwerte aus der Messung am PHERAstar FS analog der von

Ayoub et al. vorgeschlagenen Formel berechnet (Ayoub et al., 2002):

Kontrolle

. 535Probe 535
BRET — Ratio= -
475 Probe 475Kontrolle
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Hier steht das Signal 535 fUr das Luciferasesignal und 475 fur das YFP-Signal. ,Probe“
zeigt an, dass es sich hierbei um die Messung zu untersuchenden Proteine handelt;

~Kontrolle” hingegen, dass es sich um die Messung der negativ Kontrolle handelt.

Bei Experimenten dieser Art gilt es zu beachten, dass es auch bei nicht interagierenden
Proteinen zufallig zu Energietbertragungen kommt. Dies ist durch die Brownsche
Molekularbewegung bedingt. Um diesem Umstand gerecht zu werden, wurde das Signal

einer Negativkontrolle vom eigentlichen Mel3signal abgezogen.

Die so erhaltene BRET-Ratio wurde nun noch mit einem im Rahmen der Etablierung des
Verfahrens erhobenen internen Schwellenwert abgeglichen. Lag die Ratio dartber, galt die

Interaktion als gesichert (Schatz, 2014).

4.2.15 Zellkultur zur Vorbereitung der Western Blot-Experimente

Im Allgemeinen wurde die Zellkultur analog den Schritten unter Arbeitsschritte im Rahmen
der BRET-Messung (vgl. Kapiteln 4.2.13.2 und 4.2.13.3) durchgeflhrt. Insbesondere war
dies fur die HEK293-Zellen moglich. Die Zellkulturarbeit mit Jurkat-Zellen unterschied sich

etwas starker.

4.2.15.1 Vorgehen bei HEK293-Zellen

Die Schritte erfolgten analog der Punkte in den Kapiteln 4.2.13.2,4.2.13.3,4.2.13.4 und
4.2.14.1 fur die BRET-Experimente, aul’er der Inkubationsdauer (hier 48h) und der
Zusammensetzung der DNS. In diesem Fall wurden 9 verschiedene Verhaltnisse von
WASp WT-DNS zu WIP-DNS transfiziert. Hierbei wurde die Summe der transfizierten
Gesamtmenge der DNS bei 0,9 pg pro Probe und die transfizierte Menge von WASp WT-
DNS konstant bei 0,2 pg pro Probe gehalten. Die Menge von WIP-DNS variierte analog
der Tabelle 6, entsprechend wurde auch die Menge von Venus-PAH-V5 angepasst, um die
Gesamtmenge zu erreichen. Venus-PAH-V5 wurde gewahlt, da es mit einem

Molekulargewicht von ca. 51 kDa ahnlich dem von WIP ist.

4.2.15.2 Vorgehen bei Jurkat-Zellen
Im Gegensatz zu HEK293-Zellen sind Jurkat-Zellen Suspensionszellen und somit nicht

adharent. Sie wurden in 75 cm?-Zellkulurflaschen in RPMI-Medium mit 10 % FCS und 1 %

antibakteriellem sowie antimykotischem Zusatz gezogen.
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Tabelle 6: Verhéltnisse WASp-DNS zu WIP-DNS in den Westerblotexperimenten mit HEK293-
Zellen

WASp zu WIP
1:0
1:0,04
1:0,08
1:0,12
1:0,16
1:0,20
1:0,40
1:0,60
1:0,70

4.2.15.2.1 Allgemeine Zellkultur und Generationswechsel
Im Regelunterhalt werden sie alle 7 Tage im Verhaltnis 1 zu 10 geteilt. Konkret wurde 1 ml
der angezogenen Zellsuspension in 9 ml neuer RPMI-Mediummischung gegeben. Die

weitere Anzucht erfolgte analog zu den HEK293-Zellen.

4.2.15.2.2 Vorbereitung der Jurkat-Zellen fur die Nukleofektion
200.000 Zellen pro 96-Well bzw. 19,2 Mio. Zellen wurden fir eine ganze 96- Well-Platte
bendtigt. Die Zellsuspension wurde in der 75 cm?-Zellkulturflasche resuspendiert und

anschliefend wie unter 4.2.13.4 gezahlt.

4.2.15.2.3 Transfektion der Jurkat-Zellen am Amaxa™ Nucleofector™ 96-well
Shuttle™ System

24 h vor der Transfektion wurden die Jurkat-Zellen im Verhaltnis 1 zu 2, wie unter
4.2.15.2.1 beschrieben, geteilt. Am Tag der Transfektion wurden 200.000 Zellen pro Well
geerntet und in 20 pl  1M-Puffer resuspendiert. Wegen der schlechteren
Transfektionseffizienz der Jurkat-Zellen im Vergleich zu HEK293-Zellen wurde hier eine
Gesamtmenge von 6 pg transfiziert. Die eigentliche Transfektion erfolgte analog zu
4.2.14.1 mit Programm CM-100. Danach wurden 80 uyl RPMI-Medium in jedes Well
gegeben und resuspendiert. Im Anschluss wurden 83,3 ul der Suspension pro Well mit je 6
weiteren Wells in einem Well einer 6-Well-Platte derart zusammengefuhrt, dass pro 6-Well

1 Mio. Zellen vorlagen.
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In jedes der 6-Well wurde im Vorfeld 1,5 ml RPMI-Medium eingefillt, so dass letztlich 2 ml
Medium pro 6-Well enthalten war. Im Anschlul® erfolgte die Inkubation flir 48 h bei 37°C
und 5% CO2.

Die DNS wurde in den Mischungsverhaltnissen WASp-DNS zu WIP-DNS 1 : 0,4 und 1 :

2,5 transfiziert.

Pro WASp-Variante wurden pro Experiment 2 Mio. Jurkat-Zellen in 3 unabhangigen

Experimenten transfiziert.

4.2.16 Lyse der Zellen und Herstellung von Elektrophoreseproben

4.2.16.1 Lyse der Jurkatzellen

Die Jurkat-Zellen, welche mit einer Variante transfiziert und entsprechend inkubiert
wurden, wurden danach in Lyse-Puffer mit Protease-Inhibitor resuspendiert und im
Anschluss drei Zyklen bestehend aus Einfrieren bei -80°C fur 15 min und Auftauen bei
37°C fur 90 sec lysiert. Im Anschluss wurden die Zelliberreste mittels Zentrifugation bei
20,000-facher Erdbeschleunigung fiir 20 min vom ldslichen Anteil getrennt. Der Uberstand

wurde entsprechend Kapitel 4.2.16.3 weiterverarbeitet.

4.2.16.2 Lyse der HEK293-Zellen
Das Medium der Wells wurde vollstandig abgenommen, anschlieRend wurde Lyse-Puffer

mit Protease-Inhibitor auf die entsprechenden Wells gegeben und dieser resuspendiert.
Um die adharenten Zellen im Verlauf weiter zu mobilisieren, wurde die 96-Well-Platte auf
einer Schuttelapparatur flr 15 sec bei 2,500 rpm rotierend geschuttelt. Einer 30-mindtigen
Inkubation bei 4°C schloss sich ein weiterer dieser Durchmischungsschritte auf der
Schuttelapparatur an. Letztlich wurden die 96-Well-Platten bei 4°C zentrifugiert. Der

Uberstand wurde entsprechend Kapitel 4.2.16.3 weiterverarbeitet.

4.2.16.3 Herstellung der Elektrophoreseproben

Der Uberstand wurde mit LDS-Puffer und SRA-L&sung entsprechend Herstellerangaben
so vermischt, dass sich ein Mischungsverhaltnis von Uberstand zu LDS-Puffer zu SRA-
Lésung von 13 : 5 : 2 ergab. Im Anschluss erfolgte eine thermische Denaturierung bei
95°C fur 10 min.
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4.2.17 Vertikale Gel-Elektrophorese und Western Blot

Mittels eines elektrischen Felds kénnen Proteine in einem Gel ihrer Grélke nach sortiert
werden. Hierzu wurde das 10%-Gel in eine vertikale Laufkammer gespannt und
vollstandig mit elektrisch leitfahigem MOPS-Puffer bedeckt. Weiters wurden die Proben,
welche chemisch und thermisch denaturiert und reduziert waren, in Aussparungen
(Taschen) dieses Gels eingefiillt. Zusatzlich wurde noch eine adaquate Menge eines
Proteingrof3enstandards, welcher durch gefarbte Proteine bekannter GroRe ein
charakteristisches Muster auf dem Gel hinterlasst und damit eine Zuordnung der Laufhéhe
zur GrolRe ermoglicht, aufgetragen. Anschlielend wurde eine elektrische Spannung von
200V far 1,5 h angelegt.

Danach erfolgt das Western Blotting. Hierzu wird das Gel mit den nun nach GroRke
aufgetrennten Proteinen auf drei Blatt Filterpapier und eine Nitrocellulosemembran gelegt.
Auf das Gel kommen nochmals drei Blatt Filterpapier. Alle Bestandteile wurden zuvor in
Towbin-Puffer aquilibriert. Nun werden die Proteine im Gel mit 1,5 Ampere pro cm? 1,5 h

auf die Nitrocellulosemembran transferiert.

4.2.18 Immunodetektion der Banden

Nach Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran wurde diese in 5 % Blocking-

Milch fUr eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schuttelbrett geblockt.

Im Anschluss folgte die Inkubation mit Anti-V5-Antikdrper mit einem Mischungsverhaltnis
von 1 : 1000 und Anti-GapDH-Antikoper Anti-V5-Antikorper in 5 % Blocking-Milch fur 16 h.
Nach dreimaliger Waschung der Membran in TBS-Puffer fir 10 min erfolgte weiters die
Inkubation mit Anti-Maus-HRP-Antikoper im Verhaltnis 1 : 10 000 fur 1 h. Nach erneuter
Waschung (s.0.) wurden die V5-Banden und die GapDH-Banden mittels Diana-
Photometer vermessen. Als HRP-Substrat kam fir die GapDH-Banden ECL-Substrat und
fur die V5-Banden Femto-Substrat zum Einsatz. Die Detektionszeit betrug fur die GapDH-

Banden 30 sec., fur die V5-Banden zwischen 1 und 3,5 min je nach Signalstarke.

Zuletzt wurde noch eine Aufnahme des GréRenstandards bei gedammtem Raumlicht

gemacht.
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4.2.19 Quantifizierung der Bandenintensitat

Die Intensitat oder auch relative Dichte der Banden wurde mittels der Densitometrie-

Funktion der Software ImageJ gemal Entwicklerangaben analysiert.
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5 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es ein erweitertes Verstandnis Uber die Auswirkungen der durch
Mutationen hervorgerufenen Veranderungen im WAS-Protein auf die WASp-WIP-
Interaktion einerseits und daraus resultierenden Auswirkungen auf den Phanotyp

andererseits zu erhalten.

Ausgehend von dieser Fragestellung ergab sich die Uberlegung, dass nur Mutationen
innerhalb der WH1-Domane einen direkten Einfluss auf die WASp-WIP-Interaktion haben
durften.

Folglich war es notig zum einen Mutationen dieser Domane zu untersuchen, da sich hier
der vermutete Pathomechanismus zeigen musste, zum anderen aber auch, Mutationen

die nicht in diesem Bereich lagen, um den Gegenbeweis fihren zu kénnen.

Daher wurden zunachst Mutationen anhand von Literatur- und Datenbankrecherche
ausgewahlt und zwar in der Weise, dass sowohl Mutationen innerhalb als auch aulerhalb
der WH1-Domane vorhanden waren (Bourne , 2004; de Saint Basile et al., 1996; J. Derry
et al., 1995; El-Hakeh et al., 2002; Fillat et al., 2001; Greer et al., 1996; Ho et al., 2001;
Imai et al., 2004; Jin et al., 2004; Jo et al., 2003; Kolluri et al., 1995; S. Kwan et al., 1995,
1995; Lemahieu et al., 1999; Proust et al., 2007; Sasahara et al., 2000; Schindelhauer et
al.,, 1996; Thompson et al., 1999; Wengler et al., 1995; Zhang et al., 2010; Zhu et al.,
2002). Als Reprasentant des Phanotyps einer Mutation wurden hierbei die jeweiligen
WAS-Score-Werte ermittelt.

5.1 Wahl der Mutationen - Literatur- und Datenbankrecherche

Im Rahmen von Literatur- und Datenbankrecherchen wurden insgesamt 12 Mutationen
ausgewahlt (vgl. Tabelle 7) (Bourne et al., 2004; de Saint Basile et al., 1996; J. Derry et al.,
1995; El-Hakeh et al., 2002; Fillat et al., 2001; Greer et al., 1996; Ho et al., 2001; Imai et
al., 2004; Jin et al., 2004; Jo et al., 2003; Kolluri et al., 1995; S. Kwan et al., 1995, 1995;
Lemahieu et al., 1999; Proust et al., 2007; Sasahara et al., 2000; Schindelhauer et al.,
1996; Thompson et al., 1999; Wengler et al., 1995; Zhang et al., 2010; Zhu et al., 2002).

Hier konnte teilweise auf Vorarbeiten und Daten (BRET-50-Werte) aus der Datenbank der
Arbeitsgruppe zurlckgegriffen werden. Die entnommenen Daten wurden im Datensatz

Bittner zusammengefasst (vgl. Tabelle A-1).
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Insgesamt liegen 7 Mutationen im Genabschnitt, der fur die WH1-Domane codiert. Bei
diesen handelt es sich um 6 Missensemutationen (T45M, V75M, R86C, F1141, E133K,
A134V) sowie einer Insertion (D121insGD) (Vgl. Abbildung 8).

N-terminal der WH1-Domane liegt die Deletion H30del und C-terminal davon liegen drei
Stoppmutationen (Q185X, R211X, R321X) sowie die Missensemutation L270P. Die
meisten Mutationen liegen direkt in der WH1-Domane (AS 39 bis 148). Die anderen

Mutationen verteilen sich Uber das gesamte Protein.

Von allen WAS-Score-Werten einer Variante wurde jeweils der haufigste mittels der

Modus-Funktion ermittelt (vgl. Tabelle 7).

R86C ist mit einem WAS-Score-Wert von 1 und T45M mit einem WAS-Score-Wert von 2
assoziiert. V75M ist mit WAS-Score-Wert von 1 assoziiert, die Spleilimutation D121insGD
mit einem WAS-Score von 2. Der WAS-Score-Wert von F1141 lag bei 5. Im Weiteren
wurde mit E133K eine haufige Mutation mit schwerem Phanotyp (WAS-Score-Wert 3)
ausgewahlt. Ebenso A134V, diese liegt direkt neben E133K und weist mit einem WAS-

Score-Wert von 4 ebenso einen schwereren Phanotyp auf.

N-terminal der WH1-Domane wurde H30del mit einem WAS-Score von 1 gewahlt. Mit laut
Jin et al. 4,4 Prozent ist R211X die haufigste Stoppmutation, sie ist mit einem WAS-Score-
Wert von 4 assoziiert (Jin et al., 2004). Q185X mit einem WAS-Score von 5 endet C-
terminal kurz nach der WH1-Domane, wohingegen R321X mit einem WAS-Score 4 fur
einen Syntheseabbruch zu Beginn der PPP-Domane sorgt. Die Mutation L270P verursacht
XLN und hat einen WAS-Score von 0 (vgl. Tabelle 7).
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Abbildung 8: Lage der Mutationen im WASp-Modell

EVH1/WH1:
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WH1-Doméne; GBD: GBD-Doméne; PPP: PPP-Doméne; VCA: VCA-

Doméne; K76,K81: Ubiquitinylierungsdoméne des WASp,; Y291: Phosphorylierungsstelle
des WASp; WIP: WASp-Interacting-Protein, WHZ2: WH2-Doméne des WIP; (eigene

Grafik)

Tabelle 7: Die in dieser Studie verwendeten Varianten von WASp. Von den ausgewéhlten
Varianten sind 5 mit XLT und 6 mit WAS sowie eine mit XLN assoziiert. Unter WAS-Score-Wert ist
jeweils der am héufigsten auftretende Wert angeschrieben. Varianten innerhalb der WH1-Doméne

sind fett gedruckt.
Varianten Varianten Phanotyp |WAS-Score-
in dieser Arbeit | gemalt der HGSV-Nomenklatur Wert
WT NM_000377.3(WAS) -/- -/-
H30del NM_000377.3(WAS):c.88 90del (p.His30del) XLT 1
T45M NM_000377.3(WAS):c.134C>T (p.Thr45Met) XLT 2
V75M NM_000377.3(WAS):c.223G>A (p.Val75Met) XLT 1
R86C NM_000377.3(WAS):c.257G>A (p.Arg86His) XLT 1
F1141 NM_000377.3(WAS):c.340T>A (p.Phe114lle) WAS 5
D121insGD NM_000377.3(WAS):c.361_362insGGAGAT XLT 2
(p.Asp121GlyAsp)
E133K NM_000377.3(WAS):c.397G>A (p.Glu133Lys) WAS 3
A134V NM_000377.3(WAS):c.401C>T (p.Ala133Val) WAS 4
Q185X NM_000377.3(WAS):c.553C>T (p.GIn185Ter) WAS 5
R211X NM_000377.3(WAS):c.631C>T (p.Arg211Ter) WAS 4
L270P NM_000377.3(WAS):c.809T>C (p.Leu270Pro) XLN 0
R321X NM_000377.3(WAS):c.961C>T (p.Arg321Ter) WAS 4
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5.1.1 Mutationen innerhalb der WH1-Domane

Wie unter Kapitel 5.1 beschrieben liegen die meisten der fir diese Arbeit ausgewahlten
Mutationen in der WH1-Domane, welche fur die Physiologie von WASp grof3e Bedeutung
hat (vgl. Kapitel 2.3). Daher soll hier nochmals das besondere Augenmerk auf diese

Domane gerichtet werden.

Die Mutationen T45M, V75M, R86C, F114l, D121insGD, E133K und A134V liegen
innerhalb der WH1-Domane, welche WIP bindet.

In Abbildung 9 sind die ursprunglichen Aminosaureresiduen der untersuchten Mutationen
rot markiert. F114l und D121insGD liegen direkt in der Bindetasche des WASp-
Bindemotivs von WASp. T45M, V75M und R86C liegen benachbart in einem (-Faltblatt,
welches an der Bindetasche beteiligt ist, und E133K sowie A134V auf einer a-Helix,

welche an diesem Ende nahe der Bindetasche liegt.

{a) (b)

Abbildung 9: WH1-Doméne N-WASp (Rattus norvegicus) anthrazit; humanes WASp-
Bindemotiv von WIP blau; betroffene Aminoséuren rot. (a) und (b) gleiche Darstellung
180° um die vertikale Achse gedreht. Modell nach Peterson et al., 2007.
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5.2 Abhangigkeit der WASp-Menge von WIP-Menge
5.2.1 Die Menge des WASp Wildtyps ist abhangig von der WIP-Menge

Um fUr die Experimente mit den Mutationen den physiologischen Normalzustand von
WASPpP, in seiner Interaktion zu WIP, naher zu erforschen, wurde zunachst experimentell

der Wildtyp in seiner Abhangigkeit von WIP genauer untersucht.

Die Abhangigkeit des WAS-Proteins von WIP ist in der Literatur ausfuhrlich diskutiert
worden und darf als gesichert gelten (Blundell et al.,, 2010; de la Fuente et al., 2007;
Massaad et al., 2011; Reicher et al., 2012). Die genaueren Umstande dieser Abhangigkeit,
insbesondere inwieweit unterschiedliche Mengen dieser beiden Proteine sich
untereinander beeinflussen, sind bislang noch nicht untersucht worden. Daher wurden in
dieser Arbeit Zellkulturexperimente durchgefiihrt, mit denen der Einfluss der

Proteinmengen von WASp und WIP zueinander untersucht werden sollte.

Hierzu wurden per Elektroporation HEK293-Zellen mit einer konstanten Menge an WASp-
DNS und einer ansteigenden Menge an WIP-DNS in 9 verschiedenen Verhaltnissen
transfiziert. Um die Gesamtmenge an DNS konstant zu halten und so einen Einfluss
unterschiedlicher Menge an DNS auf die Expression zu verhindern, wurde die DNS der
Phenylalanin-Hydroxylase (PAH), welche eine ahnliches Molekulargewicht wie WIP hat, in
entsprechender Menge erganzt. HEK293-Zellen wurden gewahlt, da sie keine intrinsische
Expression von WASp oder WIP aufweisen, welche die Interaktion der beiden Proteine

beeinflussen konnte.

Zur Detektion waren beide Proteine mit dem V5-Tag fusioniert und wurden mittels Anti-V5-

Antikorper, der gegen das V5-Tag gerichtet ist, detektiert.

Wegen des in etwa gleichen Molekulargewichts der beiden Proteine und somit einer
ahnlichen Laufhdhe in der Elektrophorese, wurde WIP N-terminal mit YFP fusioniert. Die
nach protokollgemaRer Inkubationszeit durchgefihrte Western-Blot-Analyse aus dem
Zellysat ergab Banden der markierten Proteine auf den erwarteten Laufhéhen von etwa 55
kDa fur WASp-V5 und etwa 80 kDa fur YFP-WIP-V5. In insgesamt 3 unabhangigen
Experimenten wurden so 24 Datenpaare aus den insgesamt 27 transfizierten Konditionen
ermittelt. In den Konditionen ohne WIP-DNS war kein WASp nachweisbar, somit konnte

hier kein Verhaltnis ermittelt werden.

Es zeigte sich, dass ein Anstieg in der Proteinmenge von YFP-WIP-V5 zu einem Anstieg
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der Proteinmenge von WASp-V5 fuhrte (vgl. Abbildung 10). Es ergab sich stets eine

zunehmende WASp-Menge mit zunehmender WIP-Menge.

Verhaltnisse:
1 2 3 4 5 6 7 8 9

65 kDa -
- WASp
F——
50 kDa - eyl

36kDa - "EPS-aEYE S s S - GapDH

Abbildung 10: Die Western Blot-Analyse zeigt einen Anstieg der WASp-Menge bei einem
Anstieg der WIP-Menge. HEK293-Zellen wurden mit einer konstanten Menge WASp WT-
DNS und einer ansteigenden Menge WIP-DNS transfiziert, analog der Verhéltnisse der
Tabelle 6. Die Detektion erfolgte (iber Anti-VV5-Antikbérper. Es zeigen sich Banden fiir YFP-
WIP-V5 bei ca. 80 kDa, fir WASp-V5 bei 55 kDa. Der Abschnitt mit GapDH wird hier zur
besseren Darstellbarkeit geschnitten dargestellt.
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Abbildung 11: Die Dichten der Banden des Western Blots wurden quantifiziert, normiert
und statistisch analysiert. Der Anstieg der WASp-Menge zeigte sich geméall Akaikes

Informationskriterium mit 99,96% Wahrscheinlichkeit nicht-linear abhéngig von der von
WIP.
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Im Weiteren wurden die Banden mittels der Software ImageJ densitometrisch analysiert.
Die relativen Dichten der WASp- und WIP-Banden wurden jeweils gegeneinander
analysiert und in einem Graphen aufgetragen. Dies war mdglich, da beide Proteine Uber
den V5-Tag detektiert wurden und so ein Anstieg der jeweiligen Proteinmenge in gleichem
Male auch einen Anstieg der Signalstarke mit sich brachte. Da immer zwei Banden der
gleichen Lane verglichen wurden, war eine Normalisierung auf ein zellulares

Markerprotein, wie zum Beispiel GapDH nicht notwendig.

Um die unterschiedlichen Intensitatswerte untereinander vergleichbar zur machen wurden

sie jeweils auf den hochsten Wert des jeweiligen Versuchs normiert.

In Abbildung 11 I&sst sich ein zu 1 hin hyperboler Kurvenverlauf vermuten. Zur
Bestatigung dieser Vermutung wurden nun ein lineares und ein nicht-lineares Modell mit
Akaikes Informationskriterium mit der Software Prism verglichen, wobei ein nicht-lineares

Modell mit 99,96 % als wahrscheinlicher ermittelt wurde.

Somit ist die Proteinmenge von WASp nicht-linear abhangig von der Menge von WIP, was
eine Sattigungskinetik sehr wahrscheinlich macht. Dies erscheint vor dem Hintergrund von
Proteinkinetiken plausibel, denn hier erreicht die Komplexbildung einer hyperbolen Kurve

folgend ein Plateau.

5.2.2 Die Menge des WASp WT's und der Varianten ist abhangig von der
WIP-Menge
Da die Daten des vorherigen Kapitel in HEK293-Zellen, die ihren Ursprung in humanen
embryonalen Nierenzellen haben, und nur fir den Wildtyp erhoben wurden, schlossen sich
Experimente in Jurkat-Zellen, einer humanen Lymphozytenzellinie, fur den Wildtyp und die
Varianten an. Hierfur wurden fur jede Variante Jurkat-Zellen transient mit einer konstanten
Menge an WASp-V5-DNS des Wildtyps und der jeweiligen Variante und zwei
verschiedenen Mengen YFP-WIP-V5-DNS transfiziert. Zum einen wurde in Kondition | die
0,4-fache der WASp-DNS an WIP-DNS, zum anderen in Kondition Il die 2,5-fache Menge

eingesetzt.

Auch hier wurde die Gesamtmenge an DNS pro Probe durch Zugabe von PAH-DNS

konstant gehalten. Das Experiment wurde dreimal unabhangig voneinander wiederholt.

Die sich anschlielende Analyse der Proben im Western Blot tber den V5-Tag ergab in
jeder Spur Banden mit einer Laufhohe von etwa 80 kDa, welche YFP-WIP-V5

95



entsprachen, und in der jeweiligen Spur Banden mit einer Laufhéhe von etwa 55 kDa fur

Wildtyp und Vollangevarianten, 27 kDa fur WASp Q185X, 29 kDa fur WASp R211X und 41
kDa fir WASp R321X.

Es zeigte sich jeweils ein Anstieg der WIP-Menge im direkten Vergleich der einzelnen
Konditionen. Auch in diesem Versuchsaufbau kam es zu einem Anstieg der WASp-Menge

durch eine grolkere WIP-Menge (vgl. Abbildung 12) und zwar fir den WT und jede
Variante.

WT H30del T45M V75M R86C F114l E133K A134V n.t.

A B AB AB AB AB AB AB A B

Venus-WIP-V5 - =
WASp-V5 -

GapDH - —— T — —— G S G =

WT L270P Q185X R211X R321X

A B A B A B A B A B

Venus-WIP-V5 -

WASpP-V5 -

R312X -

R211X -
Q185X -

GapDH - "= TSI =D GENEEDGEDEEDGND

Abbildung 12: Die Western Blot-Analyse zeigt einen Anstieg der WASp-Menge bei einem
Anstieg der WIP-Menge. Jurkat-Zellen wurden mit einer konstanten Menge WASp WT-
DNS und im Verhéltnis dazu einmal mit der 0,4-fachen (A) und einmal mit der 2,5-fachen
(B) Menge WIP-DNS transfiziert.

Analog zu den Experimenten aus 5.2.1 erfolgte die densitometrische Analyse mittels der
Software Imaged. Die so ermittelten Dichtewerte der WASp-Varianten der jeweiligen Spur
mit hdherem WIP-Anteil, also Kondition II, wurden durch den mit niedrigerem Anteil,
Kondition I, dividiert, nachdem samtliche Werte auf den Dichtewert der jeweiligen Banden

des konstitutionell exprimierten GapDH normalisiert worden waren.
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Hierbei ergab sich fur das jeweilige Mengenverhaltnis stets ein Wert Uber 1 und somit eine
Zunahme an WASp-Menge (Abbildung 13 und Tabelle 8).

Die drei Mengenverhéltnisse des WT's oder einer Variante, die aus unabhangigen
Experimenten stammten, zeigten sich in der Regel jeweils untereinander vergleichbar, mit
jeweils einer geringen Standardabweichung (vgl. Tabelle 8). Lediglich beim WT und den
Varianten T45M, F114] und Q185X war eine hohere Standardabweichung festzustellen.
Beim WT und bei T45M zeigte sich insgesamt eine erhdhte Streuung der einzelnen
Mengenverhaltnisse, bei Q185X lag ein Verhaltnis deutlich Uber den beiden anderen,
insbesondere aber die Variante F114l zeigte bei einem Experiment einen Anstieg des

Mengenverhaltnisses um ca. das 4,8-fache.

Der Vergleich der durchschnittichen Mengenverhaltnisse der einzelnen Varianten
untereinander zeigte ein heterogenes Bild. Der WT lag hier bei 2,153. Die hochsten Werte
hatten R321X mit einem Verhaltnis von 3,015 und F1141 2,252. Der geringste Anstieg der
Proteinmenge zeigte sich fur E133K mit einem Mengenverhaltnis von 1,439. Gefolgt von
R86C mit 1,493. Danach kamen V75M mit 1,571, L270P mit 1,614, R211X mit 1,618,
Q185X mit 1,654, A134V mit 1,743, T45M mit 1,856 und schlieBlich H30del 1,959 (vgl.
Tabelle 8).

In diesem Bereich ergab sich ein Mittelwert von 1,759. Bei der Berechnung dieses
Mittelwerts wurde ein Wert einer Einzelmessung von F114| ausgeschlossen, da dieser

einen ungewohnlich hohen Anstieg aufwies.

Es zeigte sich auch in der Regel eine hohe Korrelation zwischen der WIP-Menge und der
WASp-Menge in der mathematischen Auswertung. Einzig die Variante E133K bildete hier

eine Ausnahme.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der bereits fur den Wildtyp aus HEK-Zellen
bekannte Effekt, namlich eine Proteinmengenerhéhung von WASp durch die von WIP,
auch in Lymphozyten gilt und dass auch die Proteinmenge aller Varianten so gesteigert

werden kann.
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Abbildung 13: Die Dichten der WASp-Banden des Western Blots wurden quanitifziert und
der Wert, der Bande mit der 2,5-fachen WIP-Menge, durch den Wert der Bande mit der
0,4-facher WIP-Menge geteilt. Es ergab sich stets ein Quotient (iber 1, was einen Anstieg
der WASp-Menge anzeigt.

Tabelle 8: Mengenverhéltnisse von WASp nach Steigerung der intrazelluldren WIP-Menge. In
Kondition | wurde die 0,4-fache Menge an WIP-DNS im Vergleich zu WASp-DNS, in Kondition Il
die 2,5-fache Menge verwendet. Die Messwerte aus Kondition Il wurden durch die aus Kondition |
geteilt. Schliellich wurde hier der Mittelwert aus den einzelnen Messungen angeben.

* Es wurde ein Wert von F114] aus der Berechnung ausgeschlossen. Fett gedruckt sind die
Varianten innerhalb der WH1-Doméne.

Variante Durchschnittliches Standardabweichung Korrelations-
Mengenverhiltnis koeffizient
Kondition Il zu n. Pearson
Kondition |

WT 2,153 0,689 0,93

H30del 1,959 0,248 0,90

T45M 1,856 0,595 0,60

V75M 1,571 0,165 0,72

R86C 1,493 0,166 0,82

F1141* 2,252 1,488 0,69

E133K 1,439 0,154 0,47

A134V 1,743 0,319 0,91

Q185X 1,654 0,643 0,67

R211X 1,618 0,206 0,87

L270P 1,614 0,350 0,98

R321X 3,015 0,472 1,00
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5.3 Beeinflussung der relative Bindungsaffinitat von WASp zu
WIP

5.3.1 Die Bindungsaffinitat von WASp zu WIP wird durch Mutation
reduziert

Da die meisten bekannten Mutationen des WAS-Gens innerhalb der Exons 1 bis 4 liegen,
welche fur die WH1-Domane kodieren und diese bekanntlich fir die WIP-Interaktion
bedeutsam ist, wurde quantitativ der Einfluss dieser Mutationen auf die relative
Bindungsaffinitat von WASp zu WIP untersucht (Ochs, 2007, 2019).

Dies geschah mittels Bioresonanz-Energie-Transfer-Experimenten (BRET) in HEK293-
Zellen. Hiermit ist es moglich Protein-Protein-Interaktionen zu beobachten und in BRET-
Sattigungskurven-Experimenten eine relative Bindungsaffinitdt, den sogenannten
BRET50-Wert, zu messen.

Die BRET-Sattigungskurven-Experimente fur A134V wurden schlielBlich gemal des
Protokolls von Gersting et al. durchgefiihrt. Analog dazu waren auch die Experimente zum
Datensatz Bittner erhoben worden (vgl. Tabelle A-1).

In drei unabhangigen Experimenten ergab sich ein hyperboler Kurvenverlauf. In Abbildung
14 ist dieser im Vergleich zum WASp WT aufgetragen. Es zeigte sich eine Verschiebung
des BRET50-Werts von WASp A134V (1,182) im Vergleich zum WASp WT (0,148) auf der
X-Achse nach zu hoheren Werten. Dies bedeutet eine geringere Bindungsaffinitat.

Der BRET-50-Wert ist zusammen mit denen aus dem Datensatz in Tabelle 9

angeschrieben.

5.3.2 Der BRET-50-Wert von A134V im Vergleich zu den Werten aus der
Datenbankrecherche

Die BRET50-Werte der Varianten aus dem Datensatz und den Experimenten erstreckten
sich im Verhaltnis zum BRET50-Wert des Wildtyps, welcher als Referenz diente, in einem
breiten Bereich (vgl. Tabelle 9, Tabelle A-1). So war der Wert von R211X mit 0,146
vergleichbar zum Wildtyp, der Wert von WASp A134V mit 1,182 jedoch mehr als 10-mal so
hoch. Die BRET50-Werte benachbarter Mutationen der WH1-Domane waren vergleichbar,
wie etwa WASp V75M und R86C, WASp F114] und D121insGD und WASp E133K und
A134V. Interessanterweise waren die Bindungsaffinitaten der Varianten, die nicht in der

Lage sind die autoinhibierte Form zu bilden, sei es durch Ermangelung der VCA-Domane

59



o
T

0.05+

BRET-Messwert

0.00<

0.10+

0.05+

0.00-

N ——

WASpWT ==HBRETS0 - WASpV/5M ==BRET50

=

L
N

5 10 15

Akzeptor-Donor-Ratio

Abbildung 14: Exemplarisch sind hier die Séattingungskurven fiir WASp WT (schwarz) und
WASp A134V (blau) abgebildet. Die Position der halbmaximalen Séttigung auf der X-Achse
ist durch eine gestrichelte Linie markiert. Es besteht eine deutliche Verschiebung der Linie
von WASp A134V im Vergleich zur der von WASp WT nach rechts, was eine schwéchere

Bindung anzeigt.

Tabelle 9: Ubersicht iiber die BRET50-Werte und der dazugehérigen Bestimmtheitsmal3e der
einzelnen Varianten. Die Varianten innerhalb der WH1-Doméne sind fett gedruckt. * wurde fir
diese Arbeit experimentell erhoben

Variante

WT
H30del

T45M
V75M
R86C
F114l
D121insGD
E133K
A134V*
Q185X
R211X
L270P
R321X

BRET50 BestimmtheitsmaR
WIP vs. WASP

0,148 0,882
0,568 0,903
0,241 0,814
0,493 0,955
0,587 0,952
0,697 0,954
0,535 0,904
0,949 0,863
1,182 0,921
0,210 0,918
0,146 0,754
0,278 0,924
0,262 0,846
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(Q185X, R321X) oder durch Veranderung der GBD-Domane (L270P), etwas schwacher
als die des Wildtyps, obwohl sie in der WH1-Domane unverandert waren. Einzig R211X
zeigte hier einen Wert vergleichbar zum Wildtyp. Es zeigte sich, dass die
unterschiedlichen Mutationen die Bindungsaffinitat des jeweiligen Proteins zu WIP

beeinflussen, auch fur solche die in der WH1-Domane nicht verandert waren.

Es lasst sich somit festhalten, dass die WASp-WIP-Interaktion sehr sensibel auf durch

Mutationen bedingte konformationelle Veranderungen innerhalb von WASp reagiert.

5.3.3 Die Bindungsaffinitat von WASp zu WIP wird nicht durch die WIP-
Isoform beeinflusst

Da vier verschiedene Isoformen und diverse SNPs von WIP bekannt sind, stellte sich die
Frage, ob die Bindungsaffinitdt von der Isoform oder dem Vorhandensein von SNPs
beeinflusst wird (NCBI Gene - WIPF1, 2016).

Hierzu wurden exemplarisch WIP Isoform 1 (NM_001077269.1) und
WIP Isoform 3 N119D, L198P (NM_001375835.1(WIPF1): p.Asn119Asp+Pro198Leu),
analog zu den Experimenten in obigem Teilkapitel, bei denen letztere verwendet wurde,
untersucht.

Isoform 1 sowie auch Isoform 3 N119D, L198P hatten eine vergleichbare Bindungsaffinitat
zu WASp, namlich von durchschnittlich 0,153 respektive 0,148 (vgl. Abbildung 15). Diese
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Abbildung 15: Vergleich der Bindungsaffinitdten der WIP Isoform 1 und der Isoform 3
N119D, P198L. Diese in drei unabhéngigen Experimenten durchgefiihrte Studie ergab
keinen signifikanten Unterschied in den Affinitéten.
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in drei unabhangigen Experimenten durchgefihrte Studie ergab in der statischen
Auswertung mit der Software Prism keinen statistisch signifikanten Unterschied im t-Test

der Affinitatswerte.

5.4 Korrelation zwischen Bindungsaffinitat und WAS-Score

Aus den vorhergegangenen Experimenten ist ersichtlich und aus der Literatur bekannt,
dass die Interaktion zwischen WASp und WIP wichtig fur die Proteinmenge von WASp ist
(de la Fuente et al., 2007; Massaad et al., 2011). Auch ist aus Publikationen von Jin et al.
und Imai et al. bekannt, dass die WASp-Menge wichtig fur den Phanotyp ist (Imai et al.,
2004; Jin et al., 2004). Daher wurde analysiert, ob ein statistischer Zusammenhang
zwischen den gemessenen relativen Bindungsaffinitdten und dem jeweiligen Phanotyp,

hier reprasentiert durch den WAS-Score, besteht.

Da das WAS-Score-System ordinal skaliert ist, musste hier eine Rangkorrelation wie der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman verwendet werden. Es erfolgte die Analyse

jeweils getrennt fur die Varianten innerhalb und aufRerhalb der WH1-Domane.

Die statistische Auswertung der 7 Varianten mit Software Prism innerhalb der WH1-
Domane ergab einen Spearmans Rangkorrelationskoeffizienten von 0,764, was einer
positiven Korrelation entspricht, die mit einem P-Wert von 0,048 signifikant ist (vgl.
Abbildung 16 (a)). Eine schwachere Bindung geht daher mit einem schweren Phanotyp

einher.

Die Analyse der 5 Varianten aullerhalb dieser Domane ergab einen Spearmans
Rangkorrelationskoeffizienten von -0,316 und war nicht signifikant (vgl. Abbildung 16 (b)).

Hieraus liefl3 sich somit keine sinnvolle Aussage ableiten.

Bei der Berechnung beider Korrelationskoeffizienten wurden die Varianten F114l und
Q185X nicht bertcksichtigt, da der WAS-Score-Wert von 5 unabhangig vom Ausgangswert

vergeben wird, sobald eine Autoimmunerkrankungen oder maligne Neoplasie vorliegt.

Die statistische Auswertung zeigt eine deutliche Korrelation zwischen Bindestarke von
WASp und WIP und Kilinik fir die Mutationen innerhalb der WH1-Domane.
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Abbildung 16: Die X-Achse bildet die Bindungsaffinitdt (BRET50) ab, die Y-Achse den
WAS-Score. * F114] und Q185X sind mit einem WAS-Score von 5 assoziiert daher
wurden sie bei der Berechnung der Korrelation nicht berticksichtigt. Die Linien sollen nur
den Trend verdeutlichen und stellen keine lineare Regression dar. (a) Der
Korrelationskoeffizient zwischen den BRET-50-Werten der Mutationen innerhalb der WH1-
Doméne und der jeweiligen WAS-Score-Werte betrug 0,764 mit einem P-Wert von 0,048.
(b) Der Korrelationskoeffizient fiir die Varianten aul3erhalb dieser Doméne war -0,316 und

nicht signifikant.
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6 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fur WASp und 12 seiner Varianten Daten in ihrer
Interaktion mit WIP erhoben. Dies gelang Uber Western-Blot sowie BRET-Experimente.
AnschlieRend wurden die erhobenen Daten mit Daten aus Datenbanken und Literatur in

Zusammenhang gesetzt und statistisch ausgewertet.

Es gelang — analog zur Fragestellung — eine Veranderung der WASp-Homdostase durch
Mutationen des WAS-Gens (1) festzustellen, diese Veranderung in Bezug auf die WASp-
WIP-Interaktion (2) zu analysieren sowie nach assoziativer und statistischer Auswertung
der Ergebnisse eine Korrelation zwischen dem Phanotyp und der veranderten WASp-WIP-

Interaktion (3) zu zeigen.

Diese zugrundeliegenden Ergebnisse sollen im folgenden Abschnitt diskutiert werden.

6.1 Auswahl der Mutationen

Durch die Sequenzierung des WAS-Gens bei Patienten, bei denen sich der Verdacht auf
Wiskott-Aldrich-Syndrom stellt, ist eine Vielzahl von Mutationen und deren Lage im Gen

bekannt.

Zur Klarung ob Mutationen, die fir die WH1-Domane codieren, die WASp-WIP-Interaktion
verandern, wurden insgesamt 12 Mutationen untersucht, welche sowohl innerhalb als

auch aulerhalb dieser Domane liegen.

Unter dieser Pramisse wurde in entsprechender Literatur und in Interaktionsdatenbanken
recherchiert. Unsere Arbeitsgruppe verfugt Uber eine Datenbank mit Interaktionsprofilen

diverser Proteine.

Als Ergebnis grol} angelegter Interaktionsstudien waren in dieser Datenbank bereits Daten

von WASp und sechs seiner Interaktionspartner, wie VASP, TRIP10 sowie WIP, verflgbar.

Diese wurden bezogen auf die Fragestellung dieser Arbeit untersucht und konnten
teilweise fur diese Arbeit verwendet werden. Sie wurden in einem Datensatz

zusammengefasst (vgl. Tabelle A-1).

Hierzu wurden Daten zur WASp-WIP-Interaktion, d.h. BRET-50-Wert, des WASP WT und
elf seiner Varianten zu WIP enthommen. Im Rahmen von Recherchen konnte fur diese
Varianten entsprechende WAS-Score-Werte gefunden und um weitere erganzt werden
(Bourne et al., 2004; de Saint Basile et al., 1996; J. Derry et al., 1995; El-Hakeh et al.,
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2002; Fillat et al., 2001; Greer et al., 1996; Ho et al., 2001; Imai et al., 2004; Jin et al.,
2004; Jo et al., 2003; Kolluri et al., 1995; S. Kwan et al., 1995, 1995; Lemahieu et al.,
1999; Proust et al., 2007; Sasahara et al., 2000; Schindelhauer et al., 1996; Thompson et
al., 1999; Wengler et al., 1995; Zhang et al., 2010; Zhu et al., 1997).

Zur Erstellung der weiteren Varianten von WASp und WIP sowie deren experimentelle

Auswertung wurden analog der in der Datenbank gelisteten Experimente verfahren.

Des Weiteren wurden die jeweiligen WAS-Score-Werte zusammengefasst und statistisch
mittels der Modus-Funktion ausgewertet. Hierdurch war es moglich immer den WAS-
Score-Wert zu ermitteln, der am haufigsten bei den jeweiligen Patienten auftrat. Die
Verwendung der Modus-Funktion war nétig, da der WAS-Score ordinal skaliert ist. Hier
kann es nur ganze Zahlen geben, Dezimalbriche wie sie durch die Mittelwertfunktion

entstehen warden, sind definitionsgemaf nicht zulassig.

Der ermittelte Modus-Wert der jeweiligen Mutation wird im Folgenden als WAS-Score-Wert

der jeweiligen Mutation bezeichnet.

Auch wenn es in dieser Arbeit vorrangig um maogliche Veranderungen in der WASp-WIP-
Interaktion, vermittelt durch die WH1-Domane, ging, sollte den haufigsten Mutationen
Rechnung getragen werden. Die Mutation R86C wurde als Vertreter des Mutationslocus
R86 ausgewahlt, der mit 7,5 Prozent gemal} Jin et al. am haufigsten tGberhaupt betroffen
ist (Jin et al., 2004). Im Bereich der WH1-Domane folgt T45M mit 3,1 Prozent. Da diese
beiden mit XLT assoziiert sind, wurden F114l, E133K und A134V, die mit WAS assoziiert
sind, erganzt, um der unterschiedlichen Klinik entsprechend Rechnung zu tragen und
diese auf molekularer Ebene zu betrachten. D121insGD sollte als Reprasentant der
Insertionen dienen und deren Einfluss abbilden. Die Lage der Mutationen ist in Abbildung
8 aufgefuhrt.

Um die Veranderung von Varianten, die aulierhalb der WH1-Domane liegen, auf die
WASPp-WIP-Interaktion zu untersuchen, wurden H30del, Q185X, R211X, L270P und
R321X ausgewahlt. Die Variante R211X ist laut Jin et al. mit 4,4 Prozent aller Mutation die
haufigste Mutation, die zu einem Syntheseabbruch fuhrt (Jin et al., 2004).

Es bleibt zu erwahnen, dass die hier analysierten 12 Mutationen der Vielzahl der
bekannten WAS-Mutationen nicht gerecht werden und hierdurch Zusammenhange nicht
erschopfend erfasst werden konnen. Es ware wunschenswert, dass die in dieser Arbeit

erhobenen Daten in einer grol3er angelegten Studie vollumfanglicher betrachtet werden.
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6.2 Western Blots
Es ist bekannt, dass WASp mit WIP interagiert und dass die Menge des WASp von dessen

Interaktion mit WIP abhangt. Letzteres Ubt eine abbauhemmende Wirkung auf WASp aus,
indem es dessen Ubiquitinylierungsdomane maskiert (Reicher et al., 2012). Diese
protektive Wirkung wurde mittels Uberexpression auch fiir einige WASp-Varianten gezeigt
(Massaad et al.,, 2011). Die Interaktion fuhrt folglich zu einer erhohten intrazellularen
Menge an WASp.

Diese Bedeutung der WIP-Interaktion fur die Menge an WASp liel3 einen direkt-
quantitativen Zusammenhang zwischen der WASp-Menge und der von WIP vermuten.
Dies wurde mittels der Western-Blot-Methode untersucht, die bei der Analyse von

Proteinexpression und -menge als Goldstandard gilt.

6.2.1 Das Western-Blot-Verfahren in dieser Arbeit

Fir die Experimente wurden transient HEK293- und Jurkat-Zellen mit der jeweiligen DNS
transfiziert. Um eine sichere Expression zu gewahrleisten wurden die jeweiligen WASp-
Varianten in einen DNS-Vektor kloniert, der mit EF1-a einen starken Promoter enthalt und
schon in fruheren Veroffentlichungen zu diesen Proteinen verwendet wurde (Massaad et
al., 2011). WIP wurde in einen Vektor mit CMV-Promoter kloniert, der ebenfalls zu einer
starken Expression flihrt. Hieraus resultiert eine Uberexpression, die unabhangig von
regulierenden intrazellularen Mechanismen fur eine grol3e Menge des jeweiligen Proteins

sorgt.

Durch die Uberexpression ist dieses Vorgehen allerdings weniger geeignet physiologische

Prozesse, wie etwa Signalkaskaden, in der Zelle zu untersuchen.

Hier allerdings lag das Augenmerk auf der Interaktion von WASp und WIP sowie
insbesondere der damit verbundenen abbauhemmenden Wirkung auf WASp. Dieser

Aspekt wird durch Uberexpression begiinstigt, da eine Interaktion wahrscheinlicher wird.

Um eine hohe Expression zu erreichen ist neben der Wahl eines starken Promoters die
Wahl der Transfektionsmethode entscheidend. Daher wurde hier eine Sonderform der
Elektroporation, die Nucleofection, gewahlt. Diese bietet je nach Zellinie eine Effizienz von
bis zu 90% (Gresch et al., 2004).

Mit der Durchflusszytometrie wurde von Massaad et al. eine andere Methode angewandt,

die eine Bestimmung der intrazellularen Proteinmenge ermdglicht (Massaad et al., 2011).
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In dieser Arbeit konnte eine Erhdéhung des intrazellularen WASp durch WIP-
Uberexpression gezeigt werden. Dies gelang ihm fiir die Varianten R86H und A134T, also
Varianten, deren Loci mit R86C und A134V auch in dieser Arbeit untersucht wurden.
Hierbei wurden die Expressionslevel von WASp innerhalb einer Zelle mittels gegen WASp
gerichtete mit Fluoreszenzfarbstoff markierte Antikérper durchflusszytometrisch

vermessen.

In der vorliegenden Arbeit sollte nun die Menge zweier Proteine untersucht werden. Hier
bot die Western-Blot-Methode den Vorteil, dass durch die GroRenauftrennung der Proteine
wahrend der Elektrophorese, diese beiden, klar voneinander getrennt, analysiert und
quantifiziert werden konnten. Im Gegensatz dazu kann es bei der Quantifizierung der
Proteinmenge zweier Proteine in der Durchflusszytometrie dazu kommen, dass durch
wechselseitige photochemische Anregung der hierbei verwendeten Fluoreszenzmarker die

Mengen falsch eingeschatzt werden.

Auch ist es mit der Western-Blot-Methode nicht moglich, einzelne Zellen zu vermessen. In
dieser Arbeit sollte jedoch der Einfluss zweier Proteine auf die jeweilige Proteinmenge

analysiert werden.

Unter Berlcksichtigung der Fragestellung, wie die WIP-Menge die WASp-Menge
intrazellular beeinflusst, erscheint das Western-Blot-Verfahren hier geeignet und die

Limitationen durch Uberexpression vertretbar zu sein.

6.2.2 Western-Blot-Analyse des WASp Wildtyps und seiner Varianten

In den Western-Blot-Experimenten in HEK293-Zellen wurde ermittelt wie die Menge des
WASp Wildtyps von Menge des WIP‘s abhangt. In einem ahnlichen Versuchsaufbau wie
bei den BRET-Sattigungsexperimenten wurden die Verhaltnisse von WASp DNS zu WIP-
DNS variiert und zwar jeweils so, dass von Probe zu Probe der WIP-Anteil anstieg (vgl.
Kapitel 5.3 und Kapitel 6.3, Tabelle 6). In den BRET-Sattigungsexperimenten wurde der
Anteil des Akzeptorkonstrukts WIP-YFP, in den Western-Blot-Experimenten der Anteil des
YFP-WIP-V5 erhoht. In der Theorie beider Designs soll so eine Sattigungskinetik,
vergleichbar einer Michaelis-Menten-Kinetik, nachempfunden werden. Die cytosolische

Lokalisation von YFP-WIP konnte durch Fried et al. gezeigt werden (Fried et al., 2014).

Um dies zu Uberpriufen, wurden die aus den Western-Blots ermittelten densitometrischen
Messwerte in ein Koordinatensystem Ubertragen und mathematisch analysiert (vgl.
Abbildung 11).
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In der Analyse mittels Akaikes Informationskriterium war eine nicht-lineare Abhangigkeit
zwischen dem WASp Wildtyp und WIP mit 99,96% wahrscheinlicher als eine lineare. Die
nicht-lineare Abhangigkeit spricht fir eine Sattigungskinetik der beiden Proteine und zeigt,

dass die WASp-Menge direkt von der Interaktion mit WIP abhangig ist.

Diese Experimente wurden in HEK293-Zellen durchgeflihrt. Hierbei handelt es sich um
humanen Nierenzellen, die endogen weder WASp noch WIP exprimieren und
ermdglichten es somit, eine weder durch endogenes Protein, noch durch etwaige
Feedbackmechanismen beeinflusste Beobachtung des Zusammenspiels von WASp und
WIP.

Um Limitationen durch das Fehlen der natlrlichen Umgebung der Proteine zu entgegnen,

wurde ein ahnlicher Versuchsaufbau in der Lymphozytenzellinie Jurkat wiederholt.

Diese Zellen exprimieren allerdings endogen WASp und WIP, welches wiederum auch mit

den transient exprimierten Varianten interagiert konnte.

Ein somit moglicher abbauhemmender Einfluss des endogen exprimierten WIP auf die
Menge des transfizierten WASp fallt aber wohl nicht ins Gewicht, da die Menge der
jeweiligen WASpP-DNS in beiden Konditionen konstant gehalten wurde und sich trotzdem
ein Anstieg des jeweiligen WASp zeigen liel3. Auch wirde diese abbauhemmende Wirkung
ebenfalls nur zeigen, dass ein Mehr an WIP ein Mehr an WASp bedeutet, unabhangig von

dessen Ursprung.

Lymphozyten allerdings weisen im Allgemeinen eine schlechte Transfektionseffizienz auf.
Nach Optimierungsversuchen konnte jedoch ein Setup der Nucleofection gefunden
werden, das gute Ergebnisse lieferte. Die Optimierung ergab einen im Vergleich zu
HEK293-Zellen deutlich erhdhten Zellbedarf (6 Millionen zu 0,4 Millionen), daher wurden
pro Variante und Experiment lediglich zwei Konditionen erstellt. FUr die erste Kondition
wurde die 0,4-fache Menge WIP-DNS im Vergleich zu WASp-DNS transfiziert, fur die
zweite Kondition die 2,5-fache Menge. Diese Unterschiede in der WIP-Menge spiegelten
sich, analog der Experimente in HEK-Zellen, auch hier in der Menge beider Proteine
wieder. Ein Anstieg der WIP-Menge resultierte in einem Anstieg der Menge aller

getesteten WASp-Varianten.

Wie bei den Experimenten in HEK-Zellen war es auch hier aus mehreren Grinden notig

die beiden Proteine Uber den V5-Tag zu detektieren. Zum einen weil ein direkt gegen
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WASp oder WIP gerichteter Antikdrper auch das endogene WASp angezeigt hatte, zum
anderen, weil die Proteinmengen nach densitometrischer Vermessung direkt miteinander
verglichen werden sollten. Im ersten Fall waren Mengen Uberschatzt worden, im zweiten

Fall hatten Eigenschaften der spezifischen Antikorper den direkten Vergleich erschwert.

In weiteren Experimenten nach diesem Versuchsaufbau ware es informativ wie sich die

Expression der endogenen Proteine verhalt.

Durch den binaren Aufbau dieser Experimente konnte zwar keine Interaktionsdynamik
beobachtet werden, allerdings wurde fur den Wildtyp und jede Variante im Vergleich beider
Konditionen ein Anstieg der WASp-Menge festgestellt (vgl. Abbildung 12, Abbildung 13
und Tabelle 8). Dieser Anstieg konnte mittels Korrelationsanalyse nach Pearson bestatigt
werden. So zeigte der Korrelationskoeffizient fir alle Varianten einen positiven
Zusammenhang. Dies relativiert auch die hohere Standardabweichung mancher
Varianten, da es in jedem Replikat zu einem Anstieg der Proteinmenge kam und somit die

abbauhemmende Wirkung von WIP auf die WASp-Varianten gezeigt werden konnte.

Eine Limitation im Vergleich zu den Experimenten mit dem WASp-Wildtyp in HEK293-
Zellen war bei diesem Aufbau, dass es hier nur 2 Messpunkte pro Replikat gab. Diese

stellten jeweils nur einen Teilabschnitt der hyperbolen Kurve da.

In diesen Experimenten sollte jedoch nur Gberprift werden, ob ein mehr an WIP, ein mehr
an WASp mit sich bringt. Daher wurde davon ausgegangen, dass dieser Teilabschnitt
annahernd linear verlauft und es wurde auf eine Korrelation mittels Pearsons

Korrelationskoeffizient getestet.

Da, wie oben erwahnt, ein quantitativer Zusammenhang zwischen der WASp- und WIP-
Menge als gesichert gelten kann, wird dieser beim Versuchsaufbau der Experimente mit

den Mutationen durch einen positiven Korrelationskoeffizienten gezeigt.

Beim Wildtyp lag der Durchschnitt der Messwerte bei 2,153. Im Verhaltnis dazu lag der
durchschnittliche Wert aller Varianten mit veranderter WH1-Domane bei 1,759. Dies
erscheint erklarlich, wenn man berucksichtigt, dass zum einen die Bindungsaffinitat des
Wildtyps zu WIP am hochsten und somit der Schutz vor Abbau schon bei geringen WIP-
Mengen gegeben ist. Zum anderen kann ein Austausch von Aminosauren zu einer
Veranderung in der intrinsischen Stabilitat des Proteins an sich fihren kénnen, welche bei
den Varianten unabhangig von der WASp-WIP-Interaktion zu einer erhohten Abbaurate

fUhren konnte.
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Bei der Berechnung dieses Mittelwerts wurde ein Einzelwert der Variante F114l
herausgenommen. Dieser lag mit 4,761 mehr als das Zweifache Uber dem Mittelwert der
restlichen Wert von F1141 und war knapp dreimal so grof3 wie der Mittelwert aller Varianten

innerhalb der WH1-Domane.

Die Limitation durch diesen Extremwert wird durch die Korrelation von 0,69 etwas
relativiert. Auch wenn sie keine Erklarung fur die Ursache dieses Werts liefert, zeigt sie

jedoch, dass ein Anstieg an WIP auch bei dieser Variante fur einen Anstieg an WASp fuhrt.

Wie bereits erwahnt lag das durchschnittliche Mengenverhaltnis der Varianten mit
Veranderungen in der WH1-Domane, also T45M, V75M, R86C, E133K sowie A134K bei
1,759 und somit unter der des Wildtyps. Auch zeigte sich fur diese Varianten eine positive
Korrelation. Einzig der Korrelationskoeffizient von E133K lag bei 0,47. Dies zeigt zwar
auch einen Anstieg des Proteins, sollte aber auch Grund zur genaueren Untersuchung

dieser haufigen Variante geben.

Bei der Variante H30del, die an der WH1-Domane unverandert ist, erklart moglicherweise
eine sterische Anderung nahe der Doméne, dass der durchschnittliche Wert mit 1,959

leicht unterhalb des Wildtyps liegt.

Die ebenfalls in der WH1-Domane unveranderten Varianten Q185X, R211X und L270P mit
dem jeweiligen Mengenverhaltnis 1,654, 1,618 und 1,614 liegen recht nahe am
durchschnittlichen Mengenverhaltnis. Dies kann zum einen durch den Wegfall des
autoinhibierten Zustands erklart werden, der einen Abbau ebenfalls verhindert und den die
Varianten der WH1-Doméane noch ausbilden kénnen (Kim et al., 2000), zum anderen
stabilisiert die autoinhibierte Form auch die WASp-WIP-Interaktion (Fried et al., 2014)

Im Gegensatz dazu fallt hier die ebenfalls in der WH1-Domane unveranderte Variante
R321X auf. Sie zeichnet sich durch das insgesamt grof3te Mengenverhaltnis von 3,015
aus. Diese Variante, welche fast der Vollange entspricht, aber die zur Autoinhibierung
notige Domane vermissen lasst, muss somit permanent aktiv sein. Eventuell kommt es ab
einer gewissen Anzahl an katalytischen Domanen, die normalerweise durch die
autoinhibierte Form verborgen liegen, zur Aktivierung von intrazellularen Mechanismen,

die einen Abbau verhindern.

Auch fur die Varianten auferhalb der WH1-Domane zeigten die Korrelationskoeffizienten

einen Anstieg der WASp-Menge im Verhaltnis zu WIP.
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Dies unterstitzt die Ergebnisse der Experimente in Jurkatzellen und die Beobachtung,

dass auch die WASp-Varianten durch die WIP vor dem Abbau geschutzt werden.

Es gelang nicht die Variante D121insGD in den V5-Vektor zu klonieren. Wegen des klaren
Einflusses von WIP auf alle anderen Varianten in dieser Arbeit und des Ergebnisses der
BRET-Sattigungsexperimente (vgl. Kapitel 5.3.1) fur diese Variante, welche sich gut in die
Werte der anderen einfugt, erschien es vertretbar auf diese in den Western-Blot-

Experimenten zu verzichten.

Die Mengenverhaltnisse lielken keinen Vergleich zu den WAS-Score-Werten der jeweiligen
Variante zu. Dies konnte darin begriindet sein, dass es sich um Uberexpression handelt
und dadurch physiologische Zusammenhange, die zur Auspragung des Phanotyps flhren,

behindert werden.

Um dies genauer zu untersuchen ware es in zuklnftigen Versuchsaufbauten hilfreich

zumindest das WASp-Protein unter seinem natlrlichen Promoter zu exprimieren.

AbschlielRend aber lasst sich festhalten, dass die Bindung von WIP an WASp einer
Sattigungsinteraktion folgt und dass auch flr die in dieser Arbeit untersuchten Varianten
ein Mehr an WIP auch zu einem Mehr an WASp flhrt.

Die Ergebnisse der Veroffentlichung, in der mit einer anderen Methoden gearbeitet wurde,
und die Ergebnisse in dieser Arbeit sind miteinander vereinbar (Massaad et al., 2011).
Somit erscheint der Anstieg der Proteinmenge der hier untersuchten WASp-Varianten
durch den Anstieg an WIP plausibel und es macht eine Oligomerisierungskinetik sehr
wahrscheinlich. Zur genaueren Analyse der Kinetik der Varianten mit WIP wurden BRET-

Experimente angeschlossen bzw. analysiert.

6.3 BRET-Experimente

Wie im vorherigen Abschnitt experimentell gezeigt und anhand von Literatur erlautert
wurde, ist die Bindung von WIP an WASp flur die Menge an WASp essentiell (de la Fuente
et al., 2007; Massaad et al., 2011; Reicher et al., 2012). Daher wurden Experimente

angeschlossen um diese Bindung naher zu untersuchen.

Hierzu kam das Bioresonanz-Energie-Transfer-Verfahren (BRET-Verfahren) zum Einsatz.
Dieses ermdglicht die Beobachtung von Protein-Protein-Interaktionen (PPI). Im Vergleich
zu anderen Verfahren, die dies ermdglichen wie etwa Koimmunoprazipitation oder Yeast-

2-Hybrid-Verfahren, ist dies in lebenden respektive aus Saugetieren stammenden Zellen
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mdglich. Auf molekularer Ebene basiert dieses Verfahren auf dem Fdrster-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET).

Hierbei wird von einem Donormolekul (Renilla-Luciferase) strahlungsfrei, d.h. ohne
Photonen, eine Dipolschwingung in einem Akzeptormolekil (Yellow-Fluorescent-Protein,
YFP) Ubertragen. Dies geschieht allerdings nur dann, wenn sich die beiden Proteine naher
als 10 nm kommen (Pfleger & Eidne, 2006). Auch bei normalerweise interagierenden
Proteinen kann dies nicht der Fall sein, sollten die angefugten Tags dies sterisch
verhindern. Daher waren in der Arbeitsgruppe, analog zu Gersting et al., WASp und WIP
sowohl mit YFP als auch hRIluc, jeweils N- und C-terminal fusioniert und die so flr jedes
Protein erhaltenen vier Konstrukte (YFP-Protein-of-Interest (PiO), hRIluc-PiO, PiO-YFP,
PiO-hRIluc) in den acht mdglichen Kombinationen vermessen worden (Gersting et al.,
2012). Das beste Ergebnis lieferte fur WASp und alle Varianten sowie fur WIP jeweils die
C-terminale Fusion. Klar ist allerdings auch, dass Einflisse des Fusionsproteins nie

komplett zu vermeiden sind.

Experimente sind immer mit der Schaffung von Kinstlichkeiten verbunden. Dies gilt auch
fur die Uberexpression der Proteine. Wie unter Kapitel 6.2.1 erwahnt, kann dies immer mit
Veranderungen physiologischer Aspekte einher gehen. Wichtig ist hier dann die Reduktion
der Beobachtung auf einen bestimmten Aspekt, der mit der Methode beobachtet werden

kann.

Im Rahmen der BRET-Experimente war dieser Aspekt, die Bindungsaffinitat von WASp zu
WIP, zu untersuchen. BRET-Sattigungsexperimente ermdglichen es eine relative
Bindungsaffinitadt zu bestimmen. Hierzu werden verschiedene Verhaltnisse von Akzeptor
zu Donor transfiziert. Dies geschah, ahnlich zu den Western-Blot-Experimenten in HEK-
Zellen, so dass WIP-YFP als Akzeptor im Verhaltnis zum Donor WASp-hRIuc anstieg (vgl.
Kapitel 6.2.2). Bei interagierenden Proteinen ergeben diese Verhaltnisse mit den so
kontinuierlich ansteigenden BRET-Messwerten in einem Koordinatensystem einen
hyperbolen Kurvenverlauf. Aus diesem kann die relative Bindungsaffinitat abgelesen
werden, indem das Verhaltnis von YFP zu Rluc (Akzeptor zu Donor-Ratio) bei halb-
maximalem BRET-Messwert mathematisch bestimmt wird (vgl. Abbildung 14). Dieses wird
als BRET50-Wert bezeichnet. Die Theorie hinter diesem Verfahren entspricht der des

Massenwirkungsgesetzes. Analog zur Dissoziationskonstanten, welche ebenfalls als Wert
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bei halbmaximaler Bindung definiert ist, geht eine geringere Bindungsaffinitat mit einem
hoheren Zahlenwert des BRETS50-Werts einher.

Er ist anders als die Dissoziationskonstante kein Messwert mit Einheit und unterscheidet
sich je nach vermessener Proteinpaarung. Somit sind BRET-50-Werte verschiedener
Proteinpaarungen nicht untereinander vergleichbar. In dieser Arbeit allerdings wurden
ausschlieBlich Varianten des WASp mit dem Wildtyp verglichen und die Anderung des
BRET-50-Wertes, also die Anderung der relativen Bindungsaffinitat, war hier gerade die

gewulnschte Beobachtung.

Die mathematischen Berechnungen erfolgten mittels der Software Prism.

6.3.1 Die BRET-50-Werte der einzelnen Mutationen

Es wurde der Einfluss der Mutationen auf die relative Bindungsaffinitat der jeweiligen
Variante analysiert. Dafur wurde diese fur alle ausgewahlten Varianten ermittelt. Es zeigte
sich das die BRET-50-Werte der Mutationen bis auf die Variante R211X stets zur Abnahme
der Bindungsaffinitat fihrten.

Dass diese Variante mit einer Affinitat von 0,146 im Bereich des Wildtyps mit 0,148 liegt,

erscheint zunachst nicht verwunderlich, da sie in der WH1-Domane nicht verandert ist.

Im Gegensatz dazu allerdings liegen die Affinitdten der anderen Varianten, die in dieser
Domaéne nicht verandert sind, namlich Q185X, L270P und R321X, mit Werten zwischen
0,210 und 0,278 etwas uber dem Wert des Wildtyps. Diese Beobachtung deckt sich mit
Daten von Fried et al., die eine Abnahme der Affinitat an einer kinstlich erzeugten Variante
ohne VCA-Domane zeigten (Fried et al., 2014). Sie begrundeten dies im Weiteren mit der
fehlenden Interaktion der VCA-Domane mit WIP, welche im autoinhibierten Zustand
vorliegt. Somit I&sst sich auch die Affinitatsabnahme von L270P begriinden, die nicht mehr

zur Ausbildung dieser Form in der Lage ist.

Bezuglich der starken Affinitat von R211X ist zu Uberlegen, ob exakt diese Verkirzung

etwa eine weitere Protein-Protein-Interaktionen ermdglicht, die stabilisierend wirkt.

Die auch in der WH1-Domane unveranderte Variante H30del zeigte mit einer
Bindungsaffinitat von 0,568 eine deutlich geringere Bindung. Gegebenenfalls kommt es
durch das Fehlen einer Aminosaure zu sterischen Veranderungen im N-Terminus von

WASP, die kurz vor der WH1-Domane liegen und somit eine Bindung erschweren.
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Bei den Varianten innerhalb der WH1-Domane zeigte sich die geringste Abnahme der
Bindungsaffinitat fir die Variante T45M mit 0,241 im Vergleich zu 0,148 des Wildtyps. Dies
scheint plausibel, da die betroffene Mutation auf der Rlickseite der Bindedomane liegt und
somit die WASp-WIP-Bindung nicht direkt beeinflusst (vgl. Abbildung 9). Vermutlich fuhren
Konformationsanderungen des [-Faltblatts, auf dem T45M liegt, zur Abnahme der
Bindung. Benachbart in diesem Faltblatt aber auf einem anderen Strang liegt die Mutation
V75M deren Bindungsaffinitat mit 0,493 im Vergleich zum Wildtyp mehr als dreimal so
schwach ist. Im direkten Vergleich von T45M und V75M lasst sich dies wohl dadurch
erklaren, dass auf diesem Faltblatt V75M naher an der tatsachlichen Bindestelle von WIP
liegt. Analog zu dieser Beobachtung passt, dass R86C, ein weiterer Nachbar von V75M in
der Tertiarstruktur, der noch naher an der Bindestelle liegt, mit 0,587 erneut eine

schwachere Affinitat aufweist.

Entsprechend dem Modell liegt D121 direkt in der Bindestelle. Der trotz Insertion recht
moderate Anstieg der Affinitat der Variante D121insGD auf 0,535 konnte darin begrindet
liegen, dass die elektrostatischen Eigenschaften wegen der noch vorhanden
Asparaginsaure nicht verandert werden und dass das kleine Glycin in der Schleifenregion

sterisch nur gering ins Gewicht fallt.

F114l liegt dicht an der unmittelbaren Bindungsstelle, was die verhaltnismalig schwache
Affinitat von 0,697 erklaren konnte. Andererseits wurde hier Phenylalanin mit Isoleucin
durch eine andere hydrophobe Aminosaure ersetzt und somit das elektrostatische Umfeld

in dieser Region nicht verandert.

Die Varianten E133K und A134V zeigen im Vergleich zu den eben genannten, dass, laut
3D-Modell, trotz einer gewissen Entfernung zur Bindestelle eine erhebliche Abschwachung
der Affinitat maoglich ist, namlich 0,949 respektive 1,182.

Diese Beobachtungen decken sich mit Erkenntnissen von Luthi et al., D. Stewart et al. und
Worth et al. (Luthi et al., 2003; Stewart et al., 1999; Worth et al., 2013). Die ersten beiden
zeigten eine abgeschwachte Bindungsaffinitat einiger Mutationen mittels 2-Hybrid, Worth

et al. mittels Koimmunoprazipitation.

Wie in dieser Arbeit wurde auch in allen drei Studien der Locus A134 untersucht. Im
Gegensatz zur vorliegenden Arbeit konnte dies aber nicht fir A134V sondern flir A134T
gezeigt werden. Mit R86H untersuchten Stewart et al. und Worth et al. einen Hotspot an

WASp-Mutationen, der neben der hier untersuchten Variante R86C noch zwei weitere
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Varianten aufweist. Worth et al. untersuchten auch T45M.

In allen Studien konnte eine Abschwachung der jeweiligen Bindungsaffinitat nachgewiesen
werden. A134V zeigte sich auch dort immer als Variante mit der geringsten Restaffinitat.
Die Affinitat von T45M zeigte sich bei der Studie von Worth et al. als die Variante mit der
starksten Restaffinitat. R86H lag hier, ebenso wie bei Stewart et al. im Mittelfeld der
analysierten Varianten. Diese Ergebnisse stimmen mit denen in dieser Arbeit erhobenen

Daten Uberein, auch wenn hier mit R86C und A134V andere Varianten analysiert wurden.

Allerdings weist das in dieser Arbeit verwendete BRET-Verfahren Vorteile gegeniber den
Methoden der anderen Autoren auf. Bei den Verfahren der 2-Hybrid-Familie ist es notig,
dass beide zu untersuchende Proteine in den Zellkern migrieren um die Transkription des
Reportergens zu aktivieren. Dies stellt flir Proteine des Zytosols allerdings einen
unnaturlichen Schritt dar, so kann es gegebenenfalls zu einem Ungleichgewicht beider
Proteine kommen und somit zu verfalschten Messwerten. Auch herrscht im Zellkern ein
anderes Milieu und daher kdnnte es etwa zu Fehlfaltungen kommen. Die cytosolische
Lokalisation von WASp und WIP als Fusionsprotein mit YFP und andern Derivaten des
GFP ist aus mehreren Publikationen bekannt (Fried et al., 2014; Massaad et al., 2011). Die
Lokalisation der Fusionsproteine mit Luciferase ist wegen der guten Messwerte der BRET-
Experimente, die fur eine Interaktion sprechen, anzunehmen. Eine weitere Limitation der
2-Hybrid-Methode ist, dass hier haufig Hefezellen, also Zellen eines anderen biologischen

Reichs, verwendet werden.

Im Gegensatz dazu wurde von Worth et al. mit der U-937-Zellinie eine menschliche Zelle
verwendet. Bei der Koimmunoprazipitation allerdings herrscht durch den physikalischen
Prozess, dem die Proteine bei ihrer Aufreinigung ausgesetzt sind, die Gefahr, dass
dadurch Protein-Protein-Interaktionen geldst werden und es bei der anschlieRenden

Quantifizierung zu einer Verfalschung der Ergebnisse kommt.

Das in dieser Arbeit verwendete BRET-Verfahren ermoglichte es erstmalig die
Interaktionen in lebenden, menschlichen Zellen zu beobachten, ohne dass es fur die
WASp-Varianten und WIP nétig war ihr nattrliches Milieu zu verlassen. Allerdings gelten
natlrlich die oben genannten Einschrankungen, die durch Uberexpression und die Tags

verursacht werden.

Auch konnte durch die konkrete Umsetzung der BRET-Experimente, namlich die

Bestimmung der Sattigungskurven, weitere Genauigkeit eingebracht werden. Fur jede
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Variante in jedem einzelnen Experiment wurden 12 Wertepaare ermittelt, deren Validitat
anschlieBend durch Regressionsanalyse mathematisch ermittelt wurde. Durch dieses
Zusammenspiel war es moglich die Validitat der ermittelten Daten intrinsisch nochmals zu
bestatigen. Fur alle Varianten konnte ein Bestimmtheitsmal} bei der Regressionsanalyse

von mindestens Uber 0,75 ermittelt werden (vgl. Tabelle 9).

Dieses mathematische Korrektiv stand den anderen Autoren methodenbedingt nicht zur

Verfugung.

Um auch den diversen WIP-Isoformen gerecht zu werden und einen Einfluss dieser auf
die Bindungsaffinitat auszuschlie3en, wurde die WIP Isoform 1 mit WIP Isoform 3 N119D,
P198L in ihrer Bindungsaffinitat zu WASp WT verglichen und es konnte hier kein
statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden. Dies erscheint unter dem Aspekt
plausibel, dass Isoformen wie SNP‘s bislang nicht als pathogen beschrieben wurden.
Lediglich das komplette Fehlen der Interaktionsdomane von WIP wurde als pathogen
beschrieben (Lanzi et al., 2012).

Abschlie®end lasst sich festhalten, dass in dieser Arbeit erstmals Daten eines
groldangelegten Interaktionsscreenings zwischen WASp und WIP prasentiert wurden,

deren Validitat durch statistische Verfahren unterstiitzt wurde.

Es konnte experimentell unterstitzt durch Literatur gezeigt werden, dass durch Mutationen

eine Abschwachung der Bindungsaffinitat zwischen WIP und WASp hervorgerufen wird.

In Kapitel 6.2 wurde ebenfalls experimentell gezeigt, dass es eine quantitative Beziehung

zwischen WASp-Menge und WIP-Menge gibt.

Die Western-Blot-Experimente in HEK-Zellen (vgl. Kapitel 6.2.2) und die BRET-
Sattigungsexperimente basierend auf der WASp-WIP-Interaktion zeigen verschiedene
Aspekte auf: Zum einen die Abhangigkeit der Proteinmenge von WASp und WIP, zum
anderen die geschwachte Bindungsaffinitat von WASp zu WIP.

In Zusammenschau beider Ergebnisse lasst sich festhalten, dass die WASp-WIP-
Interaktion essentiell fur die intrazellularen Menge an WASp ist und das eben dies durch

Mutationen abgeschwacht wird.

Es lasst sich somit konstatieren, dass eine schwachere Bindung zu einem vermehrten
Abbau fuhrt.
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6.4 Korrelation

In den beiden vorherigen Kapiteln 6.2 und 6.3 konnte experimentell, unterstutzt durch
Publikationen, eine Abhangigkeit zwischen der Bindungsaffinitat von WASp und WIP und

der intrazellularen WASp-Menge herausgearbeitet werden.

Jin et al. und Imai et al. haben, indem sie die Proteinmenge in Patientenzellen bestimmt
haben, gezeigt, dass der Schweregrad von WAS mit der vorhandenen Proteinmenge
korreliert (Imai et al., 2004; Jin et al., 2004)

Daher wurde im Weiteren untersucht, ob ein statistischer Zusammenhang zwischen

relativer Bindungsaffinitat zwischen WASp und WIP sowie dem Phanotyp besteht.

Ein korperlicher Zustand wie der Phanotyp ist mathematisch nicht abbildbar, weshalb
stellvertretend der WAS-Score-Wert verwendet wurde (Ochs, 2007, 2019). Dieses
Scoringsystem umfasst acht Kategorien, die den Patienten je nach Auspragung der
Symptome einen Punktwert zuweist (vgl. Tabelle 1). Die Einschatzung der Auspragung ist
jedoch nicht mittels fixer Grenzwerte definiert, sondern wird beispielsweise in mild,
moderat oder schwer eingeteilt. Die jeweilige Einteilung unterliegt somit der Subjektivitat

des Untersuchers, was mit Verfalschungen verbunden sein kann.

Auch ist das Scoringsystem ordinal skaliert, d.h. es ist anhand des WAS-Score-Wertes
nicht moglich zu sagen, dass ein Patient der den Wert 4 tragt doppelt so krank ist, wie
einer der den Wert 2 tragt. Dies ist auch mit einem Informationsverlust verbunden, denn
der Wert bildet sich aus den Werten fur die einzelnen Kategorien, gibt aber nicht an, wie

stark diese ausgepragt waren.

Sobald mindestens eine Wertmenge nicht mehr kardinalskaliert ist, kann beispielsweise

der Pearsons Korrelationskoeffizient keine Anwendung mehr finden.

Daher muss ein Rangkorrelationkoeffizient wie Spearmans Korrelationskoeffizient
verwendet werden. Die Berechnung einer Rangkorrelation ist mit einem
Informationsverlust verbunden. Er lasst zum Beispiel keine Aussage Uber Linearitat oder
Wahrscheinlichkeiten zu, sondern gibt nur an, ob ein monotoner Zusammenhang zwischen
Variablen, die in Rangen sortiert sind, besteht. Dies muss bei der Interpretation der

Ergebnisse berucksichtigt werden.
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In dieser Arbeit wurde die Bindungsaffinitat der einzelnen Mutationen mit dem jeweiligen
aus der Literatur bekannten WAS-Scorewert korreliert. Hier wurde aus den verdffentlichten
Werten immer der Wert genommen, der jeweils am haufigsten vorkam. Es muss nattrlich
bertcksichtigt werden, dass im Allgemeinen nicht alle WAS-Score-Werte veroffentlicht

werden und diese nur eine Momentaufnahme darstellen.

Die Varianten wurden danach unterteilt, ob die Mutation die WH1-Domane betrifft oder

nicht.

Dies geschah deshalb, da nur bei den die Domane betreffenden Mutationen unmittelbar

die Affinitat und somit die Proteinmenge beeinflusst waren.

Mit diesem Vorgehen konnte ein signifikanter und starker, positiver Zusammenhang
zwischen Affinitat und WAS-Score festgestellt werden. Es wurde ein Spearmans

Korrelationskoeffizienten von 0,764 ermittelt (vgl. Abbildung 16 (a)).

Far die Varianten aulderhalb dieser Domane war kein solcher Zusammenhang erkennbar.
Es ergab sich ein WAS-Score von -0,316, der nicht signifikant war. Der in der Regel bei
diesen Varianten schwere Phanotyp ist wohl neben dem Abbau durch erschwerte WIP-
Bindung vor allem auf das Fehlen der VCA-Domane zurtickzufihren, welche flr die

Polymerisation des Aktinfilaments sehr wichtig ist (vgl. Abbildung 16 (b)).

Laut dieser Korrelation ist ein starker ausgepragter Phanotyp mit einer geringeren

Bindungsaffinitat assoziiert.
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7 Konklusion

Es gilt also, dass die Interaktion von WASp und WIP
1. direkten Einfluss auf die Menge von WASp hat (vgl. Kapitel 6.2),
2. einer Oligomerisierungskinetik folgt (vgl. Kapitel 6.2 und 6.3),
3. durch Mutationen gestort wird, welche die Bindungsaffinitat herabsetzten (vgl.
Kapitel 6.3).

Bei Oligomerisierungskinetiken gilt allgemein:

_LAl[B]
= TaB]

bezogen auf diese Arbeit:

| WASp — Proteinmenge || WIP — Proteinmenge |

BRET 50=
[ Anzahl WASp — WIP — Komplexe|

oder

= [ WASp — Proteinmenge ][ WIP — Proteinmenge |
BRET 50

[ Anzahl WASp— WIP — Komplexe
Aus obigen Ergebnissen lasst sich entsprechend des Massenwirkungsgesetzes ableiten,
dass eine geringere Bindungsaffinitat, hier reprasentiert durch einen héheren BRET50-
Wert, zu einer geringeren Anzahl an WASp-WIP-Komplexen und somit zu einer hdéheren
Anzahl an nicht-komplexiertem WASp respektive WIP fihrt. WASp allerdings, welches
nicht im Komplex mit WIP vorliegt, wird vermehrt abgebaut, somit nimmt die Menge von
WASpD ab. Eine geringere Menge wiederum ist laut Literatur mit einem schweren Phanotyp
assoziiert (Imai et al., 2004; Jin et al., 2004).

Anhand der Ergebnisse der Experimente und deren Interpretation mit Hilfe des
Massenwirkungsgesetzes, erscheint abschlieliend das Ergebnis der Korrelation plausibel
und es kann ein Vorschlag fir eine neue Genotyp-Phanotyp-Korrelation prasentiert

werden.

Dies ermdglicht fir neu entdeckte Mutationen friihzeitig eine Prognose und erleichtert die

Einordnung der Therapieoptionen und somit die Aufklarung der Eltern.
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8 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation war es mdglich, experimentell und statistisch tiefere
Einblicke in die Interaktion zwischen WASp und WIP und die damit verbundene
Pathogenese sowie deren Auswirkungen auf den Phanotypen des Wiskott-Aldrich-

Syndroms zu gewinnen.

Insgesamt wurden der Wildtyp und 12 pathogene Varianten des WASp untersucht. Es
wurden Mutationen des WAS-Gens anhand von Literatur- und Datenbankrecherchen
ausgewahlt und die jeweiligen WAS-Score-Werte ermittelt (Bourne et al., 2004; de Saint
Basile et al., 1996; Derry et al., 1995; El-Hakeh et al., 2002, S.; Fillat et al., 2001; Greer et
al., 1996; Ho et al., 2001; Imai et al., 2004, Jin et al., 2004; Jo et al., 2003; Kolluri et al.,
1995; S. Kwan, Hagemann, Blaese, et al., 1995; S. Kwan, Hagemann, Radtke, et al.,
1995; Lemahieu et al., 1999; Proust et al., 2007; Sasahara et al., 2000; Schindelhauer et
al., 1996; Thompson et al., 1999; Wengler et al., 1995; Zhang et al., 2010; Zhu et al.,
1997). Aus dem jeweiligen Pool an WAS-Score-Werten wurde der am haufigsten
vertretene Wert mittels der Modus-Operation ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte, um eine
breite Auffacherung an Mutationen zu bekommen. Hierbei lag der Fokus auf der WH1-
Domane, welche insgesamt am haufigsten von Mutationen betroffen ist (Ochs, 2007,
2019).

Zunachst wurde die Expression der WASp-Varianten in verschiedenen Zelllinien studiert

und mittels Western-Blots analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Menge des intrazellularen Wildtyps des WASp von der
WIP-Menge abhangt und diese Abhangigkeit einer Sattigungskinetik folgt. Auch die

pathogenen Varianten des WASp hangen in ihrer intrazellularen Menge von WIP ab.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Veranderungen in der WIP-Bindedomane von
WASp zu Stérung dieser Interaktion fihren. Die Bindungsaffinitat des WASp zu WIP war
beim Wildtyp im Vergleich zu fast allen Varianten am starksten. Die Varianten der WH1-
Domaéne zeigten ein breites Spektrum an verschieden Affinitaten, welches von einer kaum
herabgesetzten Affinitat (T45M) bis zu einer achtfach schwacheren reicht (A133V).

Alle Varianten aulerhalb der WH1-Domane hatten eine vergleichbare und im Vergleich

zum Wildtyp nur leicht herabgesetzte Bindungsaffinitat.
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In einer statistischen Analyse der in dieser Arbeit erhaltenen Daten mittels Spearmans
Korrelationskoeffizienten, konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen der
Bindungsstarke bei der WASp-WIP-Interaktion und dem klinischen Phanotypen des WAS

gezeigt werden.

Somit qilt, je schwacher die Bindung desto schwerer der Phanotyp. Dieser

Zusammenhang galt nur fur die Mutationen innerhalb der WH1-Domane.
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att-site
Aqua bidest.
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bp
BRET
cDNA
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CMV
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DH5a
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DNA
DNS
DONR
E. coli
EF1
EV1
FCS
FRET
FWHM
GapDH
GBD
GFP
HEK
HLA
hRluc
iXLT
kb
kDa
LB
min
mRNA
mRNS
NCBI
PAH
PBS
PCR
PiO
PPI
PPP
Rluc
RNS
RPMI
SDM
sec
Ser
SNP
sog.
TBE
TCR
VCA-

Attachment site

Bidestilliertes Wasser

Aminosaure(n)

Basenpaare
Biolumineszenzresonanzenergietransfer
komplementare DNS

komplementare DNS

Cytomegalie Virus

Colenterazin

Destination

Douglas Hanahan-5-a

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Desoxyribonucleinsaure
Desoxyribonucleinsaure

Donor

Escherichia coli

Elongation Factor 1

WH1-Domane

Fetal calf serum

Fluoreszenz Resonanzenergietransfer
full width at half maximum
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GTPase Binding Domain

Green fluorescent protein

Human Embryonic Kidney

Humanes Lymphozytenantigen
Humanisierte Renilla Luziferase
intermittierende X-chromosomale Thrombozytopenie
Kilo-Basenpaare

Kilo-Dalton

lysogeny broth

Minuten

messenger RNS

messenger RNS

National Center for Biotechnology Information
Phenylalanin-Hydroxylase
Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase chain reaction

Protein Of Interest
Protein-Protein-Interaktion
Proline-Rich-Region

Renilla Luziferase

Ribonucleinsaure

Roswell ParkMemorial Institute Medium
Side Directed Mutagenesis

Sekunden

Serin

Single Nucleotide Polymorphism
sogenannt

TRIS-Borat-EDT

T-Zell-Rezeptor
Verprolin-Homology-Cofilin-Homology-Acidic-Domane
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vgl.
WAS
WAS-Gen
WASp
WH1
WH2
WIP
WIPF1
WT
XLN
XLT
YFP

vergleiche
Wiskott-Aldrich-Syndrom/Gen
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Gen
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
WASp Homology Domain 1
WASp Homology Domain 2
WASp-interacting-protein
WIP-Gen

Wildtyp

X-chromosomale Neutropenie
X-chromosomale Thrombozytopenie
Yellow fluorescent protein
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13 Anhang

Tabelle A-1: Die hier aufgefiihrten Messwerte wurden von Dr. Tanja Bittner in der
Arbeitgruppe Muntau/Gersting der er Kinderklinik und Kinderpoliklinik im Doktor
von Haunerschen Kinderspital, Ludwig-Maximilians-Universitét, Miinchen, nach
den gleichen Protokollen wie in dieser Arbeit erstellt und wurden bislang nicht ver-
Offentlicht.

Variante BRET50 BestimmtheitsmaR
WIP vs. WASP
WT 0,148 0,882
H30del 0,568 0,903
T45M 0,241 0,814
V75M 0,493 0,955
R86C 0,587 0,952
F1141 0,697 0,954
D121insGD 0,535 0,904
E133K 0,949 0,863
Q185X 0,210 0,918
R211X 0,146 0,754
L270P 0,278 0,924
R321X 0,262 0,846
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